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Introducción 
1.- INTRODUCCIÓN 
El estado del conocimiento del tema desarrollado en esta Tesis se ha estructurado 
en tres apartados, en el primero se describen aspectos generales de los aceites 
microencapsulados, el segundo resume los mecanismos de la oxidación lipídica y los 
métodos de evaluación, y el tercero se ha centrado en los antecedentes más directamente 
relacionados con el tema de esta Tesis, es decir, la oxidación de aceites 
microencapsulados. 
1.1.- ACEITES MICROENCAPSULADOS 
Los aceites microencapsulados son ingredientes en polvo preparados mediante 
secado de emulsiones formuladas, donde los glóbulos de aceite se encuentran dispersos 
en una matriz de hidratos de carbono y/o proteínas. También pueden considerarse aceites 
microencapsulados aquéllos que se encuentran en alimentos obtenidos por deshidratación 
de emulsiones naturales de aceite en agua, como la leche en polvo, sopas y salsas 
deshidratadas. La microencapsulación es una tecnología utilizada en las industrias 
farmacéutica y química desde hace muchos años, y fue adoptada por la industria 
alimentaria con los objetivos generales de proporcionar a ingredientes sólidos, líquidos o 
gaseosos protección, estabilización o ralentización de su liberación en el sistema digestivo 
(Matsuno y Adachi, 1993; Shahidi y Han, 1993; Gibbs et al., 1999; Gouin, 2004; 
Champagne y Fustier, 2007; Gharsallaoui et al., 2007; Kuang et al., 2010; De Vos et al., 
2010). En el caso de los aceites, este proceso les confiere nuevas propiedades de utilidad 
ya que los transforma en sólidos, facilitando así su mezcla u homogeneización con los 
demás componentes del alimento. Además, las ventajas de la aplicación de la 
microencapsulación a aceites y otros sustratos lipídicos son muy diversas: proteger aceites 
y compuestos lipídicos de la luz y el aire, disminuir la evaporación en casos de elevada 
volatilidad, controlar su liberación y enmascarar o preservar aromas y sabores (Velasco et 
al., 2000a; Madene et al., 2006; Drusch y Mannino, 2009; Márquez-Ruiz et al., 2010). 
1.1.1.- Aceites microencapsulados: ingredientes y alimentos 
La microencapsulación de aceites está dirigida fundamentalmente a la elaboración 
de ingredientes, aunque también existen alimentos, como las fórmulas infantiles en polvo 
que son per se aceites microencapsulados. 
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1.1.1.1.- Aceites esenciales 
Existe una gran variedad de extractos lipídicos microencapsulados que se utilizan 
como aditivos aromatizantes, colorantes y saborizantes, tales como los aceites esenciales 
de naranja, limón, menta, especias, cebolla y ajo, y pigmentos naturales, como el caroteno 
(Matsuno y Adachi, 1993; Loksuwan, 2007; Bai et al., 2010; Paramita et al., 2010). Se 
adicionan a una enorme variedad de alimentos, tales como bebidas, condimentos, 
productos horneados (panadería, repostería), etc. La encapsulación facilita la manipulación 
de estos ingredientes, mejora su solubilidad y su estabilidad frente a la oxidación. En 
particular, la microencapsulación de aceites aromáticos es muy utilizada, 
fundamentalmente para retener el aroma en el producto durante su almacenamiento, 
minimizar las interacciones entre distintos aromas y con otros componentes del alimento, 
preservarlo de reacciones de oxidación, y favorecer una liberación controlada 
(Anandaraman y Reineccius, 1986; Madene et al., 2006; Morteson et al., 2010). 
1.1.1.2.- Aceites ricos en ácidos grasos ω-3 
Los efectos beneficiosos de los ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) ω-3 de cadena 
larga (ácido eicosapentaenoico y ácido docosahexaenoico), mayoritarios en aceites de 
pescado y algas, han sido ampliamente demostrados, y destaca su papel en la prevención 
de las enfermedades cardiovasculares e inflamatorias. Debido a que la ingesta mínima 
recomendada sólo se cumple en algunos países, existe una creciente tendencia a 
adicionar AGPI ω-3 de cadena larga a una gran variedad de alimentos (productos lácteos, 
margarinas, productos horneados, zumos, salsas, preparados dietéticos, alimentos 
infantiles, etc) (Garg et al., 2006). La microencapsulación es una herramienta muy útil para 
enriquecer alimentos en AGPI ω-3 porque aumenta la protección frente a la oxidación 
(Shahidi, 1998; Kolanowski y Laufenberg, 2006a; Chung et al., 2010). Se utiliza 
mayoritariamente en alimentos secos como productos de panadería, leches en polvo y 
alimentos infantiles y, si el producto se dispersa fácilmente en agua fría y se consigue un 
sabor neutro, su utilización puede extenderse a bebidas lácteas, zumos y salsas. El éxito 
de las aplicaciones de los ingredientes microencapsulados de aceite de pescado depende 
de la estabilidad oxidativa de éstos y la de los alimentos suplementados. La 
microencapsulación de aceites marinos se utiliza también para elaborar dietas en 
larvicultura (Pedroza-Islas et al., 1999; Bustos et al., 2003). 
1.1.1.3.- Aceites ricos en ácido linoleico conjugado (CLA) 
El ácido linoleico conjugado (CLA) es un acrónimo que engloba a un conjunto de 
isómeros geométricos y posicionales del ácido linoleico conjugado que se encuentran 
principalmente, de forma minoritaria, en la carne procedente de rumiantes (como resultado 
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de procesos de biohidrogenación en el rumen) y en los productos lácteos (0,6 -1,6 % en la 
composición de ácidos grasos) (Fristche et al., 1999). Se han atribuido propiedades 
anticarcinogénicas al isómero cis-9, trans-11-ácido linoleico, que es el isómero más 
abundante en la naturaleza, también conocido como ácido ruménico (Masso-Welch et al., 
2004), y al trans-10, cis-12-ácido linoleico como responsable de la pérdida de peso y el 
aumento de la masa muscular (Malpuech-Bruguere et al., 2004; Whigham et al., 2007). 
Los preparados comerciales de CLA consisten en su mayoría (aprox. > 80 %) en una 
mezcla a partes iguales de los dos isómeros biológicamente activos (cis-9, trans-11 y 
trans-10, cis-12). 
Aunque existen diferentes métodos para enriquecer los productos lácteos 
comerciales en CLA, el procedimiento más efectivo y más utilizado consiste en la adición 
directa de aceites ricos en CLA (Rodríguez-Álcala y Fontecha, 2007; García-Martínez y 
Márquez-Ruiz, 2009). 
Sus potenciales efectos positivos para la salud, como la prevención del desarrollo de 
cáncer y arteriosclerosis, y la contribución a la pérdida de peso corporal, justifican su 
creciente utilización en suplementos dietéticos y alimentos, sobre todo en productos 
lácteos. Los isómeros con conocido efecto fisiológico son el ácido linoleico cis-9, trans-11 y 
el ácido linoleico trans-10, cis-12 (Pariza et al., 2000). La encapsulación de aceites ricos en 
CLA, normalmente obtenidos por interesterificación de aceites ricos en ácido linoleico, se 
ha propuesto para aumentar su estabilidad oxidativa (Kim et al., 2000; Jiménez et al., 
2004, 2006). 
1.1.1.4.- Vitaminas liposolubles 
La vitamina A (normalmente como acetato o palmitato), la vitamina E (normalmente 
como acetato) y la vitamina D son comercializadas frecuentemente de forma 
microencapsulada. La microencapsulación aumenta la estabilidad de las vitaminas 
liposolubles, retarda su liberación y reduce su interacción con otros componentes (Gonnet 
et al., 2010). Así, se ha comprobado que la microencapsulación disminuye la pérdida de 
actividad vitamínica debida a reacciones fotoquímicas, de isomerización y de oxidación 
(Jackson y Lee, 1991). Es muy utilizada en productos dietéticos, alimentos infantiles, 
harinas de panadería, zumos y productos lácteos, especialmente los descremados. 
1.1.1.5.- Leches en polvo 
Las leches en polvo son ingredientes muy utilizados en la elaboración de gran 
variedad de alimentos, como por ejemplo el chocolate, productos horneados, alimentos 
infantiles e incluso son empleados en nutrición animal, debido a las excelentes 
propiedades nutricionales y funcionales que les confiere las proteínas del suero de la leche 
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y los caseinatos (Thomas et al., 2004). Se obtienen normalmente por atomización de leche 
entera o parcialmente desnatada. El estudio de sus propiedades fisicoquímicas para 
mejorar su funcionalidad y estabilidad es un tema de enorme relevancia en la actualidad 
(Vega y Roos, 2006; Vignolles et al., 2007, 2009a, b; 2010). 
1.1.1.6.- Fórmulas infantiles en polvo 
Las fórmulas infantiles son productos destinados a satisfacer de manera total o 
parcial las demandas nutritivas de los lactantes durante los primeros meses de vida, en 
sustitución de la leche materna. Se pueden distinguir tres grupos de fórmulas: de inicio 
(hasta los 6 meses), de continuación (de 4 a 6 meses) y de crecimiento (a partir del primer 
año de vida). La alimentación durante los primeros meses de vida tiene una influencia 
decisiva, no sólo en las fases tempranas del desarrollo del niño sino también en su salud a 
largo plazo. Por ello, la incorporación de nuevos ingredientes funcionales a las fórmulas 
infantiles ha dado lugar a una gran diversidad de productos. Algunos ingredientes de 
interés en la alimentación del lactante son los ácidos grasos poliinsaturados, 
oligosacáridos con efecto prebiótico, probióticos, carnitina y taurina entre otros. 
Las fórmulas infantiles se encuentran en el mercado como concentrados líquidos, 
como preparados líquidos listos para tomar y, sobre todo, como productos en polvo. Las 
fórmulas infantiles en polvo, son per se aceites microencapsulados ya que se preparan 
normalmente a partir de leche de vaca que ha sido desnatada total o parcialmente y 
diferentes aceites vegetales, además de otros hidratos de carbono y proteínas y 
oligoelementos (Thompkinson y Kharb, 2007; Joeckel y Phillips, 2009); y posteriormente se 
realiza su secado para obtener el producto en polvo, siendo la atomización el método más 
empleado (Joeckel y Phillips, 2009; Thompkinson y Kharb, 2007). 
Con el objetivo de aumentar la calidad nutricional y mejorar el sabor, se eliminan 
algunas proteínas y se adicionan diferentes hidratos de carbono, normalmente lactosa. Las 
proteínas más abundantemente presentes en estos productos son las derivadas de la 
leche de vaca como caseínas, combinaciones de caseínas y proteínas del suero o 
concentrados de hidrolizados de proteínas del suero. La lactosa es el componente 
mayoritario con un porcentaje de 35-50%. Después del proceso de atomización del 
preparado, la lactosa se encuentra fundamentalmente en estado amorfo. El 
almacenamiento debe estar controlado para evitar fenómenos no deseados como la 
cristalización o el colapso. Además de la lactosa, también se emplean habitualmente en 
las fórmulas infantiles maltodextrinas, sacarosa y jarabe de maíz como hidratos de 
carbono. Entre el amplio abanico de maltodextrinas disponibles, para su elección hay que 
llegar a un compromiso entre sus propiedades en disolución (durante la elaboración del 
producto) y las conferidas después del secado. 
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Las fórmulas infantiles contienen combinaciones de aceites y grasas adecuadas 
para obtener una proporción de ácidos grasos saturados e insaturados similar a la que 
existe en la leche materna, especialmente en ácido linoleico y α-linolénico. La leche 
materna contiene aproximadamente el 44% de ácidos grasos saturados, 17% de ácidos 
grasos poliinsaturados y 39% de ácidos grasos monoinsaturados. Actualmente, las 
fórmulas infantiles contienen mayor cantidad de aceites vegetales que de grasa láctea y 
los más utilizados son girasol alto oleico, soja, palma y oleína de palma. Una tendencia 
creciente es la incorporación de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFAs) 
porque son esenciales para el desarrollo visual y neuronal del lactante, y especialmente 
beneficiosos en los tres primeros meses de vida. Con este objetivo se adicionan aceites de 
pescado o aceites derivados de microalgas, como fuentes de 20:4 ω-6 (ácido 
araquidónico, AA) y 22:6 ω-3 (ácido docosahexaenoico, DHA). 
Las interacciones entre los componentes de las fórmulas infantiles y las 
modificaciones químicas que pueden ocurrir durante su preparación y conservación son 
muy importantes para mantener su calidad nutricional (Nasirpour et al., 2006). 
1.1.2.- Preparación de aceites microencapsulados 
De forma resumida, la microencapsulación de aceites consiste en la preparación de 
una emulsión de aceite en agua, conteniendo las proteínas y/o hidratos de carbono que 
constituirán la matriz encapsulante, y su posterior secado, normalmente por atomización, 
cuyo resultado es un producto en polvo. Existen numerosos métodos para la preparación 
de aceites microencapsulados, cuya selección depende de su coste, sensibilidad del 
aceite, tamaño de partícula deseado, propiedades físicas y químicas de los componentes, 
y aplicaciones. 
1.1.2.1.- Matriz encapsulante 
Las propiedades ideales de la matriz de encapsulación o agente encapsulante 
incluyen la facilidad de manipulación durante el proceso de encapsulación, capacidad de 
dispersar o emulsificar el aceite y de estabilizar la emulsión producida, nula reactividad con 
el aceite, capacidad de proporcionar máxima protección frente a las condiciones 
ambientales, solubilidad en los disolventes aceptados en la industria alimentaria y coste 
correspondiente a una sustancia de uso alimentario. Resulta prácticamente imposible que 
una sustancia reúna todas las propiedades deseadas así que en la práctica se utilizan 
frecuentemente combinaciones de materiales (Shahidi y Han, 1993; Vega y Roos, 2006). 
Los agentes encapsulantes más comunes son hidratos de carbono y proteínas. 
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- Hidratos de carbono 
Los hidratos de carbono son los agentes encapsulantes más utilizados, 
especialmente por su capacidad de retener volátiles. Entre ellos, cabe destacar la lactosa, 
muy utilizada en atomización por su sabor y olor neutros, alta solubilidad y baja viscosidad, 
aunque su precristalización puede ser necesaria para evitar problemas asociados con la 
higroscopicidad y plastificación de la lactosa amorfa (Vega y Roos, 2006). Se usa 
normalmente en combinación con proteínas de la leche. 
Las ciclodextrinas son moléculas cíclicas de 6 (α-), 7 (β-) u 8 (γ-) monómeros de 
glucosa, derivadas enzimáticamente del almidón, que poseen la capacidad de formar 
complejos de inclusión. Dichos monómeros forman un anillo, proporcionando una 
estructura relativamente rígida con una cavidad de diámetro y volumen específico. 
Mientras que la superficie externa es de naturaleza hidrofílica, la cavidad interna posee 
una densidad electrónica relativamente alta y es hidrofóbica, y ello permite la interacción 
por enlaces no covalentes con moléculas de determinado tamaño, forma e hidrofobicidad, 
especialmente especias, extractos aromáticos y pigmentos naturales como los 
carotenoides (Bai et al., 2010). 
Por otra parte, la sacarosa es sin duda el azúcar más utilizado en la industria 
alimentaria y es muy eficiente para encapsular volátiles. Sin embargo, no se utiliza sola 
sino en combinación con lactosa o hidratos de carbono de elevado peso molecular como 
las maltodextrinas y el almidón natural o modificado. 
Las maltodextrinas son productos de hidrólisis del almidón con equivalente de 
dextrosa inferior a 20. A pesar de su pobre poder emulsionante son muy utilizadas,  
frecuentemente en combinación con goma arábiga porque al ser compuestos de muy 
diferente peso molecular (1800 - 1700000), favorecen conjuntamente la continuidad 
estructural durante la formación de la película encapsulante, mejorando con ello la 
eficiencia de encapsulación de aceites. Sin embargo, esto depende del grado de hidrólisis 
de las maltodextrinas ya que si el equivalente de dextrosa es muy bajo no tienen el efecto 
positivo mencionado (Lumdubwong, 2001). 
El jarabe de almidón de maíz está constituido por productos de hidrólisis del almidón 
con equivalente de dextrosa superior a 20. Además de éste y otros tipos de almidón 
hidrolizado, se utilizan también almidones modificados o derivatizados. Por ejemplo, se 
está utilizando actualmente un nuevo derivado de almidón (n-octenilsuccinato) obtenido 
por derivatización del ácido succínico octenil sustituido (alquenil ácido dicarboxílico) con 
almidón en medio básico (Drusch et al., 2007; Serfert et al., 2010).  
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Las gomas son usadas para modificar la textura de determinados alimentos y, como 
efectos secundarios, encapsulan, estabilizan la emulsión y controlan la cristalización. 
Históricamente, la goma arábiga constituye el agente encapsulante más utilizado en 
microencapsulación de aceites, por su versatilidad, solubilidad, baja viscosidad y 
excelentes propiedades emulsificantes. Está compuesta de azúcares simples en una 
estructura altamente ramificada y contiene un 2 % de proteína. Se ha demostrado que la 
goma arábiga se adsorbe en la interfase aceite/agua formando una película viscoelástica, 
donde los lípidos contribuyen a aumentar la coherencia de la estructura a través de la 
formación de uniones con las cadenas de la goma arábiga (Matsumara et al., 2000). El pH 
puede afectar a la goma arábiga alterando su conformación debido a las cargas 
intramoleculares, lo que puede conducir a modificaciones en la permeabilidad de la matriz 
que forman, en la eficacia de encapsulación y de retención de los aceites. La naturaleza 
del polímero también tiene efecto sobre estas propiedades (Pedroza-Islas et al., 1999). 
Una de las propiedades más importantes de los hidratos de carbono como agentes 
encapsulantes es la temperatura de transición vítrea (Tg) ya que determina la cohesividad 
y movilidad molecular de la matriz que constituyen, como se comentará en el apartado 
1.1.4.4. 
Los éteres de celulosa, especialmente la hidroxipropilmetilcelulosa y la 
carboximetilcelulosa, se usan frecuentemente como matriz hidrofílica de liberación 
controlada. Están disponibles en un amplio rango de pesos moleculares y se clasifican 
según su viscosidad (Ishikawa et al., 2000). 
- Proteínas 
Las proteínas son importantes agentes encapsulantes debido a sus propiedades 
emulsificantes, espumantes, de hidratación, gelificación y retención de aceites y aromas. 
Su conformación espacial depende del pH y la fuerza iónica. Las propiedades funcionales 
de las proteínas se ven modificadas por la desnaturalización que puede ocurrir por efecto 
del proceso de secado, aun utilizando tratamientos térmicos de corta exposición como el 
secado por atomización. En consecuencia, se forma una estructura de gel por la 
agregación entre proteínas debido a la exposición de sus grupos hidrofóbicos. 
Las proteínas de la leche son muy valoradas como ingredientes alimentarios tanto 
en sus formas solubles como dispersas. Las principales proteínas de la leche son las 
caseínas y las proteínas del suero de la leche (Augustin et al., 2010). Las caseínas y 
caseinatos poseen propiedades tensioactivas que los convierten en agentes 
encapsulantes de alto poder emulsificante, y entre ellos el caseinato sódico destaca como 
el más utilizado (Vega y Roos, 2006; Rocha-Guzman et al., 2010). Existen 4 tipos de 
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caseínas (ασ1, ασ2, β y κ), que constituyen aproximadamente el 38, 10, 36 y 12 % de la 
fracción caseínica, y todas contienen un alto nivel de prolina, que evita la formación de 
estructuras secundarias haciéndolas así más estables frente a la desnaturalización y 
contribuye a su elevada actividad tensioactiva, y de ahí su capacidad espumante y 
emulsificante. Otro tipo de proteínas lácteas, las aisladas del suero de leche, se han 
venido utilizando para la microencapsulación de aceites por su baja viscosidad  y alta 
capacidad emulsificante (Young et al., 1993a, b). Esta fracción contiene 4 proteínas 
mayoritarias: β-lactoglobulina (50 %), α-lactoalbúmina (20 %), albúmina del suero bovino 
(10 %) e inmunoglobulina (10 %). La principal desventaja como encapsulante es su 
susceptibilidad a la desnaturalización y sus efectos en el tamaño de glóbulo de aceite de la 
emulsión antes del secado por atomización. Pueden utilizarse como aislados o 
concentrados, solas o combinadas con hidratos de carbono o con caseinatos. 
La gelatina es una proteína hidrosoluble derivada del colágeno, con características 
fisicoquímicas muy adecuadas para la microencapsulación (Shahidi y Han, 1993). Sus 
soluciones acuosas forman geles y exhibe efectos policatiónicos o polianiónicos 
dependiendo del pH. Se utiliza normalmente en combinación con sacarosa, gomas o 
maltodextrinas. 
1.1.2.2.- Técnicas de microencapsulación 
Existen numerosas técnicas para la preparación de microencapsulados, de hecho se 
han encontrado más de 200 métodos patentados (Magdassi y Vinetsky, 1996; Brazel, 
1999; Jyothi et al., 2010). Entre los métodos químicos pueden citarse la coacervación 
compleja, la polimerización interfacial, la gelificación iónica, la incompatibilidad polimérica y 
la formación de liposomas (Gibbs et al., 1999) y entre los métodos físicos destacan el 
secado por atomización, liofilización, extrusión y la encapsulación por lecho fluidificado 
(Shahidi y Han, 1993). La selección del método depende de numerosos factores que 
incluyen el coste, las propiedades del material a encapsular, el tamaño deseado de las 
microcápsulas, la aplicación y los mecanismos de liberación. En el caso de los aceites 
microencapsulados, destacan los siguientes métodos de secado: 
- La atomización es el proceso más económico y flexible y, por tanto, el más utilizado 
(Gharsallaoui et al., 2007). El proceso consiste en la preparación de una dispersión o 
emulsión, su homogeneización y desecación en atomizadores industriales mediante 
nebulización y utilizando una corriente de aire caliente. Los parámetros de 
homogeneización (presión, temperatura) y atomización (temperatura, grado de 
nebulización, contenido en sólidos) tienen gran influencia sobre el tamaño de las partículas 
y el rendimiento de encapsulación. La evaporación del agua se realiza a temperatura 
elevada (entre 150 y 300 °C) durante segundos. Los ingredientes resultantes se 
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caracterizan por un tamaño de partícula pequeño (generalmente con diámetro inferior a 50 
µm) que los hace muy solubles, pero pueden presentar problemas de separación en 
mezclas secas. Una modificación de esta técnica más apropiada para sustancias muy 
volátiles o termolábiles consiste en el uso de aire a temperatura ambiente o refrigerado 
para evaporar el disolvente. 
- La liofilización es el método más apropiado para la desecación de casi todos los 
materiales sensibles al calor y aromatizantes, debido a la baja temperatura del proceso. 
Aun cuando el periodo de desecación es largo (aproximadamente 20 horas), el método es 
simple y suave ya que todo el proceso se realiza a baja temperatura y baja presión 
(condiciones de sublimación del hielo). Es muy utilizado para encapsular aceites 
aromáticos y pigmentos. 
- La extrusión consiste en forzar el material a encapsular disperso en una masa de 
hidratos de carbono a través de orificios hasta un baño de líquido frío desecante, como 
isopropanol o nitrógeno líquido, que permite la solidificación. Los filamentos extrusionados 
son posteriormente secados y molidos. Los productos basados en almidón son a menudo 
extrusionados para descomponer los gránulos de almidón y hacerlo así más digerible y 
para obtener un producto con una forma definida. La encapsulación de saborizantes y 
medicamentos es otra aplicación muy frecuente del procedimiento de extrusión. Con este 
método no es necesario un material plastificador como el agua. 
- La cocristalización utiliza sacarosa y consiste en su cristalización espontánea a 
partir de una solución sobresaturada, formando así agregados de cristales de 3 a 30 µm 
que encapsulan el material deseado. Es un método relativamente simple y muy 
económico.  
- La coacervación es una técnica muy eficiente pero costosa. Consiste en tres 
etapas: en primer lugar, se mezclan el material a encapsular, el material de cobertura y la 
fase continua constituyendo un sistema de tres fases; después mediante cambio de pH o 
de temperatura el material de cobertura se deposita en la superficie del material activo 
originando una separación de fases entre el material encapsulado y la fase continua; y 
finalmente, se solidifica la cobertura por temperatura, polimerización, etc. 
- La inclusión molecular utiliza fundamentalmente β-ciclodextrina como medio de 
encapsulación. La β-ciclodextrina es un oligómero cíclico de glucosa, que consta de siete 
unidades de glucopiranosa unidas por enlaces α (1 → 4). Su solubilidad es limitada y 
posee una cavidad central hidrofóbica y una superficie externa relativamente hidrofílica. 
Los complejos de inclusión se forman con compuestos menos polares que el agua, tales 
como sustancias aromáticas, cuya dimensión sea similar a la de la cavidad central. La 
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disponibilidad de las ciclodextrinas ha aumentado en los últimos años debido al desarrollo 
de métodos económicos para su producción. 
1.1.3.- Características fisicoquímicas de los aceites microencapsulados 
1.1.3.1.- Distribución del aceite 
Una característica de gran importancia en los aceites microencapsulados es la 
distribución del aceite en la matriz de encapsulación. Se considera normalmente la 
existencia de dos fracciones lipídicas: fracción de aceite no encapsulado o libre y la 
fracción de aceite encapsulado. La definición de aceite libre generalmente aceptada 
establece que es la fracción de aceite extraída mediante lavado con disolventes orgánicos 
sin disrupción de la matriz (Buma et al., 1971a). El aceite así extraído se encuentra tanto 
en la superficie de la partícula como en el interior, en los poros y las cavidades que se 
forman en el procedimiento de secado. En la mayoría de los estudios donde se determina 
el contenido de aceite libre, se utiliza la determinación propuesta por Buma (1971a, b). La 
extracción de esta fracción consiste en un lavado con disolventes no polares bajo 
condiciones estandarizadas. Normalmente se emplean tiempos de agitación entre 10-15 
minutos, los disolventes más utilizados son el éter de petróleo y hexano y se utilizan 
diferentes proporciones de disolvente:microencapsulado (Young et al., 1993a, Hogan et 
al., 2001a, Kim et al., 2002, Vega et al., 2005). Buma observó que la influencia del 
disolvente elegido y su proporción con la muestra no son factores de gran importancia pero 
sí el tiempo de contacto con el disolvente y la temperatura, aunque depende del tipo de 
muestra, existiendo una elevada correlación entre la porosidad de la partícula y el aceite 
libre (Buma, 1971a,b). 
Fäldt y Bergenstähl introdujeron un nuevo método, la espectroscopía electrónica 
para análisis químico (ESCA) para determinar el aceite en la superficie de las partículas, al 
que denominaron aceite superficial, mediante el cual se identifican elementos químicos 
presentes en superficies sólidas. Los electrones son emitidos por la muestra en la región 
superficial (10 nm de profundidad) y las concentraciones atómicas relativas de los 
elementos C, O y N se cuantifican a partir de factores de sensibilidad. Las proporciones de 
los elementos se asumen como una combinación lineal de los que existen en los 
componentes puros (proteínas, lípidos e hidratos de carbono) de la muestra. Utilizando 
esta relación en una fórmula matricial se calcula el porcentaje de cobertura de los distintos 
componentes en la superficie de la muestra, pero su relación con el aceite determinado 
como libre con disolventes orgánicos no ha sido claramente establecida (Fäldt y 
Bergenstähl, 1994, 1995, 1996). 
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Para calcular la eficacia de encapsulación (cantidad de aceite encapsulado con 
respecto a la cantidad total de aceite) es necesario además extraer cuantitativamente la 
fracción de aceite encapsulado o bien el aceite total. En la Figura 1.1 se representa 
esquemáticamente el procedimiento a seguir si una vez obtenido el aceite libre, es de 
interés extraer seguidamente el aceite encapsulado en la misma muestra. Dependiendo de 
las características de la matriz, se realizan extracciones con mezclas de alcohol y 
disolvente orgánico (método de Folch o sus modificaciones) (Folch et al., 1957) o la 
utilización de ácidos, bases o detergentes previamente a la extracción con disolventes 
orgánicos, en el caso de matrices más difíciles de disgregar. Otra opción es la ruptura 
mecánica (física) de la matriz mediante, por ejemplo, mortero y pistilo, para liberar el aceite 
encapsulado seguido de una extracción con disolventes orgánicos.  
 
Microencapsulados
Aceite Libre Microencapsulados
Aceite Encapsulado
-
- Ácidos, bases o detergentes y disolventes orgánicos 
- Mortero y disolvente orgánico
Mezclas alcohol/disolvente orgánico
exentos de aceite Libre
Éter de petróleo o hexano (agitación, 2-15 min)
Eficacia de encapsulación (%) = (Aceite Encapsulado/Aceite Total) 100 
 
Figura 1.1.  Representación esquemática de la extracción diferenciada de las fracciones
superficial y encapsulada de aceites microencapsulados y cálculo de la eficacia de
encapsulación. 
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La eficacia de encapsulación depende de muchas de las variables que intervienen 
en la preparación de aceites microencapsulados y numerosos estudios se han llevado a 
cabo para evaluar la influencia del tipo y concentración de agentes encapsulantes, y de la 
relación lípidos:matriz y condiciones de secado en la eficacia de encapsulación (Velasco et 
al., 2003; Calvo et al., 2010; Jyothi et al., 2010; Márquez-Ruiz et al., 2010; Vignolles et al., 
2010). Aunque los resultados son muy variables y difíciles de comparar por la enorme 
variabilidad de las condiciones de los experimentos, puede deducirse que entre los 
agentes con mayor capacidad de encapsulación se encuentran la combinación de lactosa 
y caseinatos (Vega y Roos, 2006) y que la atomización generalmente conduce a elevados 
valores de eficacia de encapsulación (Shahidi y Han, 1993). 
Existen interesantes estudios sobre leches en polvo obtenidas por atomización que 
evalúan la influencia del tipo y concentración de los componentes de la leche (Kelly et al., 
2002) y además resaltan la importancia de la relación proteína-lactosa (Young et al., 1993 
a,b; Rosenberg y Young, 1993). Otros estudios enfocados a los componentes de la leche, 
utilizando caseinato sódico o proteínas del suero y lactosa para encapsular aceite de soja, 
han mostrado que la lactosa aumenta la eficacia de encapsulación cuando se utiliza 
caseinato sódico (Fäldt y Bergenstähl, 1995). 
En particular, el aumento de la eficacia de encapsulación es el objetivo primordial en 
el contexto de las sustancias aromáticas, ya que es crítico seleccionar matrices con gran 
capacidad de retención de las esencias, pigmentos o sustancias volátiles. En el proceso de 
atomización, se ha demostrado que una alta concentración de sólidos en la emulsión 
previa
merados utilizando o no un 
componente adicional que presente mayor tamaño de partícula, ya que así se consigue 
aume
carbono como la glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa y dextran-10 (Flink y Karel, 1970a). 
 aumenta la retención de volátiles (Rosenberg et al., 1990; Sheu y Rosenberg, 
1995). La influencia del contenido en sólidos y aceite en la eficacia de encapsulación es 
uno de los parámetros más estudiados (McNamee et al., 1998; Pauletti y Amestoy, 1999). 
Entre los agentes encapsulantes más efectivos destacan el caseinato sódico para la 
retención de caroteno (Dian et al., 1996) y para la retención del aceite de naranja (Kim y 
Morr, 1996; Kim et al., 1996), las gomas (Bangs y Reineccius, 1990) y la β-ciclodextrina 
para el aceite de limón (Bhandari et al., 1998) y aceite de ajo (Bai et al., 2010).  
En aromas, actualmente es frecuente el uso de la doble encapsulación usando una 
grasa vegetal (Cho y Park, 2002) o la formación de aglo
ntar la eficacia de encapsulación y mejorar la disolución o dispersión en líquidos 
(Buffo et al., 2002). 
En cuanto al proceso de liofilización, utilizado frecuentemente para la 
microencapsulación de sustancias volátiles, se han ensayado diferentes hidratos de 
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Concretamente para aromas cítricos, se ha indicado la efectividad de las combinaciones 
de maltodextrina y sacarosa (Kopelman et al., 1977). Respecto a los efectos de las 
variables del proceso de liofilización en la eficacia de retención de volátiles, se ha 
demo
ergenstahl, 
1996; Keogh et al., 1999, 2001; Soottitanwat et al., 2003) y, en menor proporción, de 
aceite
 es efectivo, las condiciones de homogeneización de la emulsión 
determinan el tamaño de glóbulo en el aceite microencapsulado, de forma que se obtienen 
gener
Por otra parte, no se han encontrado trabajos previos sobre la influencia del 
de glóbulos, a igualdad de otros parámetros, así 
como
strado que ésta aumenta a medida que aumenta la velocidad de secado y disminuye 
la velocidad de congelación (Flink y Karel, 1970b; Rulkens y Thijssen, 1972; Menting et al., 
1970). 
1.1.3.2.- Tamaño de glóbulo de aceite 
El tamaño de glóbulo de aceite encapsulado depende de la composición de la 
matriz, las condiciones de homogeneización de la emulsión y del procedimiento utilizado 
para el secado. Los principales trabajos que analizan este parámetro son estudios de 
leches en polvo (Vega y Roos, 2006; Vignolles et al., 2007, 2009a,b) y de aceites 
microencapsulados con matriz láctea y secados por atomización (Fäldt y B
s microencapsulados con otras matrices (Kim et al., 1996; McNamee et al., 1998; 
Kagami et al., 2003; Drusch et al., 2007). Las conclusiones generales más aceptadas en 
muestras atomizadas son las siguientes: 
- Si el emulsionante
almente menores tamaños de glóbulo a mayores presiones. Así mismo, el aumento 
del número de pases de homogeneización contribuye a disminuir el tamaño de glóbulo y la 
dispersión de tamaños de glóbulos. 
- Las propiedades de la matriz influyen en la emulsificación del aceite y, por tanto, en 
el tamaño y distribución de tamaños de los glóbulos tras el secado. 
- La relación aceite:matriz puede afectar al tamaño de glóbulo cuando supera la 
capacidad de esta última para formar emulsiones estables. 
procedimiento de secado en el tamaño 
 del efecto de la presión de homogeneización y la matriz utilizada en muestras 
secadas por métodos distintos a la atomización. 
Una de las técnicas más utilizadas para la determinación del tamaño de glóbulos es 
la técnica de difracción láser que se basa en la interacción de las partículas con un haz de 
luz láser. Los glóbulos dispersan luz en todas las direcciones con un patrón de intensidad 
que es dependiente de su tamaño. Los analizadores de tamaños de partícula por 
difracción láser están basados en que el patrón de dispersión creado por el conjunto de 
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partículas es igual a la suma de los patrones de dispersión individuales de todas las 
partículas presentes. Conociendo la disposición geométrica de los detectores de un 
instrumento y de la fuente de luz y los datos que representan las intensidades relativas de 
la luz 
 (aw) está relacionado con la intensidad con la que el 
agua se asocia a los diferentes componentes no acuosos. El agua implicada en 
asocia
 la presión de vapor de 
agua ejercida por el agua presente en un alimento y la presión de vapor del agua pura a la 
mism
relacionadas por la siguiente 
ecuac
inadas isotermas de adsorción. Así, las 
isotermas de adsorción permiten prever la influencia de las variaciones de humedad 
relativ
buza, 
1994, Roos et al., 1991, Hardas et al., 2002). Algunos trabajos relacionan la aw con el 
uestra durante el almacenamiento para ver cambios 
estructurales de la matriz, como el colapso o la cristalización de la lactosa, la cual provoca 
una d
dispersada recibida se puede calcular la distribución de tamaños de partículas. 
1.1.3.3.- Actividad de agua 
El término “actividad de agua”
ciones fuertes es menos susceptible a intervenir en las reacciones químicas que el 
agua débilmente asociada. La aw se expresa como el cociente entre
a temperatura. La humedad relativa (HR) y aw en el equilibrio y a una temperatura 
dada son dos magnitudes directamente proporcionales 
ión: aw = HR (%)/100. En el equilibrio hay equivalencia entre la HR ambiente y la aw 
de un alimento sometido a esa atmósfera de humedad. Por otra parte, la relación existente 
entre la cantidad de agua retenida por un alimento y la HR ambiente, en el equilibrio y a 
temperatura constante, se recoge en las denom
a ambiente sobre el contenido en agua, indicando la higroscopicidad del producto. 
En las curvas de adsorción se pueden distinguir dos zonas: una, en la cual la aw está 
comprendida entre 0 y aproximadamente 0,3, donde el agua se encuentra fuertemente 
ligada; y otra, a aw superiores, correspondiente a la zona del agua débilmente ligada. 
Son pocos los trabajos encontrados donde se haya determinado la aw inicial de las 
aceites microencapsulados (Kelly et al., 2002; Drusch et al., 2006c, Vignolles et al., 
2009a). La mayoría de los trabajos equilibran las muestras con soluciones salinas 
saturadas para alcanzar valores de aw deseados para su conservación (Chuy y La
contenido de agua en la m
isminución drástica del contenido de humedad en la muestra a altos valores de aw. 
Saltmarch y Labuza estudiaron el efecto de la HR en el estado físico de la lactosa en 
aceites microencapsulados en matriz de proteínas del suero de la leche y lactosa (1980), 
mientras que Labrousse y colaboradores lo estudiaron en linoleato de metilo encapsulado 
con diferentes matrices de hidratos de carbono (lactosa, maltodextrina y sacarosa) y 
gelatina (1992), y Chuy y Labuza en fórmulas infantiles en polvo durante su conservación a 
diferentes valores de aw (1994). Recientemente Jiménez y colaboradores estudiaron el 
efecto de la aw en las propiedades físicas de microencapsulados de ácido linoleico 
 14
Introducción 
conjugado en diferentes matrices, concluyendo que a aw < 0,5 las condiciones de 
conservación fueron las más idóneas (2010). Como se comentará posteriormente, existe 
una estrecha relación entre la aw y la temperatura de transición vítrea. Esta última debe ser 
superior a la temperatura de almacenamiento de los aceites microencapsulados para evitar 
cambios estructurales en la matriz encapsulante y otras reacciones no deseadas 
relacionadas con el aumento de la movilidad molecular de la estructura. 
Existen muchos métodos para determinar la aw en alimentos en polvo, como los 
aceite
temperatura y el 
contenido de agua para el cual las propiedades físicas pueden variar con la temperatura 
(Cham
ltas para que ocurra la 
 más elevadas (Thomas et al., 2004). 
s microencapsulados, que incluyen las isotermas de sorción de humedad, la medida 
de la depresión del punto de congelación, con ayuda de psicrómetros, higrómetros de 
punto de rocío, o la medida de la constante dieléctrica de un material poroso. La utilización 
de estos últimos proporciona una medida fiable, sencilla y rápida. 
1.1.3.4.- Temperatura de transición vítrea (Tg) 
La temperatura de transición vítrea es la temperatura que marca la diferencia entre 
dos estados físicos de los sólidos amorfos. En los aceites microencapsulados, a 
temperaturas superiores a la Tg la matriz polimérica en la que se encuentran inmersos los 
lípidos se encuentra en un estado gomoso (“rubbery”, en inglés) donde existe elevada 
movilidad molecular del medio sólido y se produce una disminución de la viscosidad y de la 
rigidez. Sin embargo, a temperaturas inferiores a la Tg, la estructura de la matriz es rígida, 
con menos espacio libre, por lo tanto se encuentra formando una estructura encapsulante 
con gran cohesividad, donde la movilidad molecular es casi nula, y este estado es 
denominado vítreo (“glassy” en inglés). Se ha determinado que la transición vítrea 
corresponde a una zona de temperatura donde la viscosidad alcanza valores de 1010 – 
1012 Pa.s. 
La determinación de la Tg en los aceites microencapsulados y en los alimentos en 
general no resulta fácil debido a la heterogeneidad de su composición. El estudio de sus 
componentes por separado permite averiguar la relación entre la 
pion et al., 2000). La Tg de los hidratos de carbono más utilizados en la preparación 
de microencapsulados como la lactosa, sacarosa, maltodextrinas y sus mezclas ha sido 
estudiada ampliamente (Roos y Karel, 1991,  Liu et al., 2006). Las matrices constituidas 
por moléculas de alto peso molecular (como los polisacáridos) conllevan un incremento de 
la viscosidad, y, por tanto, la necesidad de temperaturas más a
transición del estado vítreo al gomoso, es decir Tg
La mayoría de los trabajos publicados sobre Tg en aceites microencapsulados se 
han realizado en productos atomizados, principalmente en leches en polvo (Jouppila et al., 
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1997, Roos, 2002, Thomas et al., 2004; Silalai y Roos, 2010) aunque existen algunos 
trabajos en muestras liofilizadas (Roos y Karel, 1991). 
El aumento de la actividad de agua conduce a una disminución de la Tg (Roos y 
Karel, 1991; Grattard et al., 2002). Se ha demostrado que es una relación lineal para 
actividades de agua en el rango 0,1-0,3 en leches en polvo (Vuataz, 2002). Por ejemplo, 
para la lactosa con contenidos de humedad (g de agua/100 g sólidos) de 0, 1 y 4 %, la Tg 
es de 100, 70 y 45 ºC, respectivamente (Fritsch, 1994). En consecuencia, la determinación 
de la Tg en los aceites microencapsulados es importante para la elección de la 
temperatura de conservación. Normalmente se utilizan matrices con altas Tg para 
garan
 Boyle de expansión de gases. En 
este caso el fluido desplazado es un gas, debido a las pequeñas dimensiones atómicas del 
He la 
l volumen que ocupa. Para calcular la densidad empaquetada, se golpea el 
contenedor donde se encuentra el aceite microencapsulado aireado y se mide el volumen 
ocupa
 contenido 
de aire intersticial como la compresibilidad (Kagami et al., 2003). 
tizar que permanezcan en el estado vítreo durante el almacenamiento (Orlien et al.,  
2000). 
La Tg puede determinarse con diferentes métodos que miden los cambios de las 
propiedades físicas de la matriz pero el más utilizado es la calorimetría diferencial de 
barrido (DSC), que se basa en la medida de cambios en la capacidad calorífica. 
1.1.3.5.- Densidad 
Se pueden diferenciar dos tipos de densidades en los productos en polvo: densidad 
real y densidad aparente. 
La densidad real o absoluta se refiere al peso de las partículas de un volumen 
determinado de polvo. La determinación de la densidad real más empleada se realiza 
mediante picnometría de gases con He. Esta técnica se basa en el principio de 
Arquímedes de desplazamiento de fluidos y la ley de
penetración en los poros más finos, se encuentra prácticamente asegurada.  
La densidad aparente o en “bulk” de un polvo es igual a la relación entre su masa y 
el volumen que ocupa. En función del empaquetamiento al que sean sometidos los 
productos en polvo, tales como los aceites microencapsulados, la densidad puede variar. 
Es decir, la densidad en “bulk” puede ser a su vez aireada o empaquetada (Abdullah y 
Geldart, 1999). La densidad aireada se mide sin ejercer ninguna fuerza o manipulación 
sobre el polvo. Simplemente se deposita en un contenedor por acción de la gravedad y se 
mide e
do. Existen equipos específicos para medir estos dos tipos de densidades, pero 
también puede realizarse de un modo sencillo mediante medidas de volumen con ayuda 
de probetas. Conocidos ambos tipos de densidades es posible calcular tanto el
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Drusch y colaboradores determinaron la densidad verdadera y aparente en aceites 
de pescado microencapsulado y concluyeron que la relación entre los componentes de la 
matriz
dad. Con mayores contenidos en sólidos disminuyeron 
signifi
., 2007, 
Drusch et al., 2007). 
didas de reflectancia o  
transmitancia. Existen diferentes espacios de color e iluminantes y en función de ellos se 
obtien
 carácter polar o apolar del soluto influye en su solubilidad en el 
disolvente. Por tanto, es de esperar que las matrices más polares se disuelvan más 
soluciones acuosas.  
 y las condiciones del procedimiento de secado (atomización) influyen 
considerablemente en la densi
cativamente ambos tipos de densidades posiblemente por un aumento de la 
inclusión de aire. Por otra parte, con altas temperaturas de entrada de aire en el 
atomizador se obtuvieron polvos con densidades menores, probablemente debido al rápido 
secado a esas temperaturas más altas (Drusch et al., 2006a). La disminución de la 
densidad aparente está también asociada con una mayor inclusión de aire en la emulsión 
previa, que conlleva a un aumento en la porosidad de las partículas (Dijkink et al
1.1.3.6.- Color 
La medida del color permite observar diferencias debidas a la composición de las 
matrices y de los aceites empleados. Además, resulta de utilidad durante el 
almacenamiento de los aceites microencapsulados porque diferentes reacciones como la 
oxidación, reacciones de Maillard, etc., conducen a cambios de color. Por ello, se han 
publicado trabajos donde se estudia el cambio del color en aceites de pescado 
microencapsulados (Drusch et al., 2006b, c) y sobre todo en leches en polvo (Celestino et 
al., 1997, Nielsen et al., 1997, Stapelfeldt et al., 1997). 
La determinación del color se realiza mediante un espectrofotómetro, seleccionando 
la longitud de onda del visible (400 a 780 nm) y con me
en las coordenadas de cromaticidad. El valor de medición varía dependiendo de la 
densidad del polvo y de las condiciones de la superficie. 
1.1.3.7.- Solubilidad en agua 
Es la capacidad de una sustancia de disolverse en otra. La solubilidad de una 
sustancia depende de la naturaleza del disolvente y del soluto, así como de la temperatura 
y la presión del sistema, es decir, de la tendencia del sistema a alcanzar el valor máximo 
de entropía. La encapsulación de los aceites mejora su solubilidad, lo que es fundamental 
para su adición a diferentes productos como bebidas, zumos o preparados lácteos. Como 
es bien conocido, el
fácilmente en di
Entre los métodos que existen para determinar la solubilidad de los productos en 
polvo en agua, uno de los más utilizados es el índice de solubilidad. El producto en polvo 
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se dispersa en agua, y a continuación se somete a un proceso de centrifugación bajo unas 
condiciones específicas. Este índice mide el volumen de sedimentos originados después 
de la centrifugación (Thomas et al., 2004). 
1.1.3.8.- Tamaño de las partículas de polvo 
El tamaño promedio de las partículas de los aceites microencapsulados es muy 
variable y depende principalmente del método de secado empleado.  
Las partículas de microencapsulados obtenidos mediante atomización varían en la 
forma y el tamaño en función de la temperatura, del tipo de atomizador y de la 
concentración y tipo de matriz utilizada. En atomizadores de disco rotatorio la velocidad del 
el en el tamaño de partículas. Por ejemplo, se ha descrito 
que velocidades de alrededor de 10 000 r.p.m. proporcionan tamaños en el rango de 60-70 
µm, y
 de gran tamaño conlleva más tiempo pudiendo 
producirse pérdidas de sustancias volátiles (Beristain et al., 2001) . El tamaño de partícula 
aume
cuando se aumenta la relación entre aceite y 
). 
e las partículas está 
influida por la susceptibilidad a la cristalización de los hidratos de carbono de la matriz, de 
ahí q
disco juega un importante pap
 velocidades de aproximadamente 30 000 r.p.m. tamaños de partícula entre 25 y 30 
µm. El tamaño de partícula también se puede regular con el flujo de la emulsión de 
alimentación. Con la misma velocidad de disco un flujo alto proporciona partículas de 
mayor tamaño que un flujo menor. Es bien aceptado que, en general, temperaturas altas 
de secado favorecen una rápida formación de la pared, lo que conlleva que se formen 
partículas de gran tamaño. Grandes tamaños de partícula tienen una menor relación 
superficie/volumen y por lo tanto pueden encapsular mayor cantidad de aceite. Sin 
embargo, la formación de partículas
nta en una relación no lineal con el contenido total de solutos en la emulsión, y 
muestra una buena correlación con la viscosidad de la emulsión. También es posible que 
el aumento de aglomeraciones entre las partículas de microencapsulados obtenidos por 
atomización, debido a la presencia de aceite superficial, contribuya a los grandes tamaños 
de partícula aparentes que se observan 
proteína (Hogan et al., 2001a; Shen et al., 2010
En atomizadores de presión, el tamaño de partícula disminuye con el diámetro de la 
boquilla de dispersión (Elversson et al., 2005). Además, la forma d
ue azúcares en estado amorfo como la lactosa o la sacarosa formen a menudo 
partículas con hoyos  y, en cambio, las partículas con hidratos de carbono en estado 
cristalino como el manitol, sean porosas (Elversson et al., 2005). 
Para determinar el tamaño promedio y la distribución de tamaños las partículas se 
dispone métodos directos mediante los cuales se separan las partículas en fracciones por 
tamaño o por peso referente a una escala. También existen métodos indirectos, como por 
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ejemplo basados en la medición de una propiedad física (volumen equivalente, volumen de 
sedimentación, masa, densidad, viscosidad, adsorción, etc.) relacionada con el tamaño de 
las partículas. Cabe destacar entre los métodos indirectos la utilización de la técnica de 
difracción láser para calcular la distribución en función del volumen. Entre los métodos 
directos se encuentran el método de retención por tamices y la observación al microscopio. 
1.1.3.9.- Viscosidad 
La viscosidad de las emulsiones de partida para la preparación de los aceites 
microencapsulados se ve afectada por varios factores como el contenido de sólidos y el 
grado de homogeneización, entre otros. El procedimiento de homogeneización, provoca la 
disminución del tamaño de glóbulo del aceite, aumentando así el número de glóbulos y por 
tanto el área interfacial. La presencia de numerosos glóbulos de aceites puede provocar 
fenómenos no deseados como coalescencia y aglomeración, incrementando así la 
viscos
rque afecta a la accesibilidad del disolvente (Buma, 1971a, b). De 
Vilder y colaboradores encontraron una correlación lineal positiva entre el contenido de 
aceite
n diferentes métodos para medir la porosidad pero uno de los más utilizados 
es la medida a través de la expansión de un gas. 
idad. 
 En el secado mediante atomización, la viscosidad de la emulsión en la alimentación 
es importante porque afecta al tamaño de partícula y al espesor de las paredes, ya que 
cuanto mayor sea la viscosidad mayor será el tiempo necesario para la formación de las 
gotas generando partículas más grandes, como se ha comentado en el punto anterior (Kim 
et al., 1996). 
La viscosidad de las emulsiones se mide con un viscosímetro y la de los productos 
microencapsulados mediante un reómetro. 
1.1.4.10.- Porosidad 
Es uno de los factores intrínsecos de las partículas que viene definido por las 
propiedades de la matriz y las condiciones de secado. 
La porosidad influye en la extracción de la fracción de aceite libre de los aceites 
microencapsulados po
 libre y la penetración de nitrógeno como medida de la porosidad de la partícula (De 
Vilder et al., 1976). En los productos microencapsulados la porosidad es importante en el 
fenómeno de la oxidación, ya que cuanto más porosa sea la matriz más fácilmente se 
difundirá el oxígeno, pudiendo así alcanzar el interior de la partícula del microencapsulado 
(Drusch et al., 2006a). 
Existe
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1.2.- 
de alimentos-, de los compuestos de oxidación formados, de las 
variables de mayor relevancia que intervienen en el proceso y de los métodos más 
utiliza
idan a través de una complicada serie de reacciones que da lugar a 
nume
entos naturales como procesados. 
No sólo afecta a la calidad del alimento por la aparición de la rancidez y el deterioro de 
sabor
n numerosas enfermedades degenerativas y crónicas como 
enfermedades cardiovasculares y cáncer. Sin embargo, actualmente se desconoce la 
contri
las estructuras y los contenidos de los 
1.2.1.
os mecanismos y cinética del proceso de autoxidación han 
sido extensamente revisados durante décadas por los investigadores más relevantes en 
este á
OXIDACIÓN LIPÍDICA. AUTOXIDACIÓN 
En este apartado se resumen las características generales de la oxidación lipídica, 
incluyendo una breve descripción del proceso de autoxidación -el mecanismo principal de 
oxidación en los lípidos 
dos para la evaluación de la oxidación, especificando los aplicados en estudios de 
aceites microencapsulados. 
Los lípidos se ox
rosos compuestos no volátiles y volátiles. La oxidación lipídica constituye una de las 
mayores causas de deterioro de la calidad tanto en alim
es y aromas, sino también por la pérdida de nutrientes esenciales como ácidos 
grasos esenciales y vitaminas. Además, como consecuencia de la reacción de los lípidos 
oxidados con otros componentes del alimento se pueden producir cambios en la textura y 
en el color. La oxidación lipídica puede tener lugar en cualquier estadío de la preparación, 
procesamiento y conservación de los alimentos. 
En las últimas décadas, los lípidos oxidados han despertado un gran interés por su 
potencial relación co
bución de los lípidos oxidados de la dieta al desarrollo de estas enfermedades, 
debido principalmente a que el conocimiento de 
productos oxidados en alimentos es aún escaso. 
- Proceso de autoxidación y compuestos formados 
La autoxidación es el mecanismo principal de oxidación de los lípidos de los 
alimentos y es un proceso autocatalítico de reacciones en cadena, que transcurre a través 
de la formación de radicales libres, y consta de cuatro fases: iniciación, propagación, 
ramificación y terminación. L
rea (Grosch, 1987; Pokorny, 1987; Gardner, 1989; Porter et al., 1995; Brimberg y 
Kamal-Eldin, 2003; Frankel, 2005; Choe y Min, 2007; Schneider, 2009). Los triglicéridos 
constituyen más del 95% de los lípidos de los alimentos y la oxidación lipídica ocurre en 
las cadenas insaturadas de sus restos acilo. 
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En la fase de iniciación (1) se forma un radical alquílico por la abstracción de un 
hidrógeno H• de un grupo metileno adyacente al doble enlace de una molécula insaturada 
RH, por exposición a energía luminosa, calorífica o catálisis metálica. Es la reacción 
menos conocida de todo el proceso. La 
RO
presencia de hidroperóxidos y metales en 
cantidades traza parece tener un papel importante en la generación de radicales que 
actúan como iniciadores. 
En la etapa de propagación el radical formado R• reacciona con el oxígeno 
atmosférico para formar un radical peroxilo ROO• y éste reacciona con una nueva 
molécula insaturada para originar el hidroperóxido ROOH (compuesto primario de 
oxidación) y un nuevo radical alquílico R• que repite la secuencia de reacciones con otra 
molécula insaturada. Los radicales alílicos se forman un orden de magnitud más 
lentamente que los bisalílicos por la mayor estabilización por resonancia del electrón 
desapareado. La reacción limitante de esta fase es la (3) que permite la acumulación de 
hidroperóxidos y depende de la fuerza del enlace C-H, siendo más lábil en la posición 
alílica. 
La ramificación consiste en la descomposición de hidroperóxidos incrementando la 
concentración de radicales libres. La reacción de descomposición puede ser 
monomolecular (4) y bimolecular (5) aunque la segunda está más favorecida porque 
requiere menor energía de activación. 
(1)
Propagación: R   +  O2  ? ROO   (2)
• • (3)
(4)
(5)
+ O2  (6)
                                                   R• + ROO• ? ROOR   (7)
 (8)
R• + H• ? RH  (9)
10)
)
)
Iniciación: RH  ?  R•   +  H•  
 
• •
ROO  + RH  ? ROOH + R   
 
Ramificación: ROOH ?  RO• + HO• Monomolecular  
2 ROOH ? ROO• + RO• + H2O Bimolecular  
 
Terminación: ROO• + ROO• ? ROOR 
R• + RO• ? ROR  
• + H• ? ROH  (
ROO• + H• ? ROOH  (11
R• + HO• ? ROH  (12
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La terminación es la eli
hidroxilo e hidrógeno) para formar compuestos no radicalarios estables. La interacción de 
dos radicales peroxilo (6) es la más importante de las reacciones de terminación a baja 
temperatura. és de la fo
oxidación ocurren simultáneament
del proceso.  
1.2.1.1.- Compuestos prima
Los hidroperóxidos son los compuestos primarios de oxidación y se forman tanto por 
reacciones de pro ación como de terminac
radicales) para 
formar productos secundari En condiciones de temperaturas bajas y 
moderadas constituyen una fracción muy importante de los compuestos de oxidación. Lo  
hidroperóxidos se forman y  simultáneamente, pero durante la primer  
etapa del proceso de oxidac el periodo de inducción la velocidad de 
formación es mucho mayor n aumento de hidroperóxidos. Cuando s  
acumulan altos niveles de hidroperóxidos su descomposición se produce más rápidamente 
que s
xidados, compuestos de peso molecular similar al de los 
triglicéridos no oxidados; volátiles, compuestos de menor peso molecular que el de los 
triglicé
minación de radicales del sistema (peroxilo, alcoxilo, acilo, 
 Despu rmación de los primeros radicales, las tres etapas de la 
e, pero a diferentes velocidades que cambian a lo largo 
rios de oxidación 
pag ión. Son compuestos inestables, que se 
descomponen fácilmente en radicales (principalmente alcoxil y hidroxil 
os de oxidación. 
s
 se descomponen a
ión y hasta el final d
 y se observa u e
u formación, y aumenta la velocidad de oxidación exponencialmente. 
1.2.1.2.- Compuestos secundarios de oxidación 
Los compuestos secundarios se forman a partir de los hidroperóxidos a través de 
distintos tipos de reacciones, y pueden clasificarse en tres grupos en función del peso 
molecular: monómeros o
ridos no oxidados; y compuestos diméricos y poliméricos, de peso molecular muy 
superior al de los triglicéridos no oxidados. 
Monómeros oxidados
La vía principal de descomposición de los hidroperóxidos es la escisión homolítica 
del grupo hidroperóxido formando radicales hidroxilo y alcoxilo (Min y Boff, 2002). El 
radical alcoxilo puede participar en diferentes reacciones que conducen a la formación de 
compuestos con funciones epoxi, hidroxi y ceto (Figura 1.2), entre otras, que constituyen, 
junto a los hidroperóxidos, el grupo mayoritario originado por degradación oxidativa a 
temperatura ambiente o moderada (Frankel, 2005).  
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Hidroxi Ceto 
Componentes volátiles 
Los radicales alcoxilo pueden también sufrir la escisión homolítica del enlace C-C a 
ambos lados del grupo funcional (posición β respecto al O), dando lugar a la formación de 
volátiles, como se ilustra en la Figura 1.3. Se produce un aldehído estable y un radical que 
puede reaccionar con otros radicales en 
Figura 1.2. Formación de compuestos secundarios con funciones hidroxi y ceto. 
juego dando lugar a compuestos estables o 
reaccionar con el oxígeno reiniciándose así de nuevo la cadena de propagación (Kochhar, 
ilares ocurren tras la escisión al otro lado de la cadena (que porta el 
grupo
1993). Reacciones sim
 carboxilo), que darían lugar a ácidos, hidroxiácidos o aldehídos ácidos unidos al 
glicerol en el caso de los triglicéridos formando parte así de una molécula no volátil.  
La compleja mezcla de compuestos volátiles formados sólo suponen una pequeña 
parte del total de los productos de oxidación pero poseen una extraordinaria importancia 
desde el punto de vista sensorial (Frankel, 2005; Grosch, 1987). 
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O
O
OOH
OOC R
OOC R
HO
O
O
+ H
hexanal 
Figura 1.3. Reacción de β-escisión de los hidroperóxidos involucrados en la formación de
los compuestos volátiles. 
Dímeros y polímeros
Los radicales alcoxilo pueden participar así mismo en reacciones de condensación 
con otros radicales para formar dímeros y polímeros de triglicéridos con enlaces de tipo 
puent
chez-Muniz et al., 2007), 
también se forman a temperaturas bajas al final del periodo de inducción (Márquez-Ruiz et 
al., 2000; Márquez-Ruiz y Dobarganes, 2006). 
e éter (C-O-C) y puente peróxido (C-O-O-C). Aunque los dímeros y polímeros son los 
productos mayoritarios a elevada temperatura, a la que predominan las uniones tipo éter y 
C-C (Neff et al., 1988; Dobarganes y Márquez-Ruiz, 2007; Sán
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Además de la autoxidación, existen otros mecanismos de oxidación como la 
fotooxidación y la oxidación enzimática. La fotooxidación ocurre exclusivamente en 
presencia de luz y por mediación de compuestos fotosensibilizadores, como los pigmentos 
naturales de carnes (hemoglobina, mioglobina) y verduras (clorofila y feofitina), y se 
diferencia en que las reacciones de formación de hidroperóxidos transcurren mediante 
adición directa del oxígeno al doble enlace. La oxidación enzimática, catalizada 
fundamentalmente por el enzima lipoxigenasa en alimentos vegetales frescos, da lugar a 
los mismos hidroperóxidos que la autoxidación, diferenciándose en la estereoquímica y en 
las proporciones relativas debido a que la reacción es estereoespecífica y regioselectiva. 
1.2.2.- Métodos analíticos para la evaluación de la oxidación lipídica 
1.2.2.1.- Evaluación del estado de oxidación 
Se han desarrollado un gran número de métodos analíticos para evaluar el estado 
de oxidación de los aceites y lípidos de los alimentos (Frankel, 2005; Kamal-Eldin y 
Pokorny, 2005). Sin embargo, no existe un método universal que permita evaluar el estado 
de oxidación de forma objetiva, por lo que se recomienda el uso combinado de métodos. 
• Análisis sensorial 
El análisis sensorial es el más relacionado con la calidad de los lípidos de los 
alimentos y a veces permite la detección de olores y sabores que no pueden ser 
detectados por ningún método instrumental. Sin embargo, incluso con panelistas expertos, 
la reproducibilidad de los resultados es baja y por ello se recomienda utilizar 
co
m sis sensorial ha sido aplicado en algunos trabajos (Stapelfeldt 
et al., 1997; Keogh et al., 2001; Baik et al., 2004; Jónsdottir et al., 2005; Jiménez et al., 
2008; Serfert et al., 2010).  
• Índices analíticos 
mplementariamente métodos químicos e instrumentales (Frankel, 2005). En aceites 
icroencapsulados, el análi
Índice de peróxidos
Es un índice de gran utilidad para evaluar la oxidación primaria por tratarse de una 
medida de los hidroperóxidos (Dobarganes y Velasco, 2002). El índice de peróxidos es el 
más utilizado para evaluar el estado de oxidación en aceites y alimentos sometidos a 
temperatura ambiente, y concretamente en aceites microencapsulados (Kim et al., 2000; 
Orlien et al., 2000; Hardas et al., 2000, 2002; Hogan et al., 2003; Kagami et al, 2003; Baik 
et al., 2004; Jiménez et al., 2004, 2006; Kolanowski et al., 2006b; Drusch et al., 2006 a, b, 
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c, 2007, 2008; Partanen et al., 2008; Lee et al., 2009; Serfert et al., 2009 a, b; Anwar et al., 
2010). Sin embargo, el índice de peróxidos debe combinarse con un método que permita 
evaluar compuestos secundarios de oxidación. 
Índice de dienos conjugados
El índice de dienos conjugados es un método indirecto que permite evaluar mediante 
absorción de luz UV hidroperóxidos de ácidos grasos poliinsaturados, debido a que 
presentan dobles enlaces conjugados que absorben luz a 232 nm. Sin embargo, la 
relación entre formación de hidroperóxidos y formación de dienos conjugados no es 
siempre 1:1 debido a la presencia de hidroperóxidos monoenos y a la existencia de 
rimentar los 
hidroperóxidos conjugados. Además, otros compuestos secundarios con dobles enlaces 
da (232 nm). Por tanto, puede decirse que 
el m
posteriores reacciones de ciclación y polimerización que pueden expe
conjugados absorben a la misma longitud de on
étodo es indicativo del proceso de oxidación más que de la formación de 
hidroperóxidos (Halliwell y Chirico, 1993). Aun así es uno de los métodos más utilizados en 
aceites microencapsulados (Orlien et al., 2000; Ponginebbi et al., 2000; Drusch et al., 2006 
a, b, c). 
Índice de anisidina  
El índice de anisidina es una estimación del nivel de compuestos secundarios, 
concretamente aldehídos y  principalmente 2-alquenales (Rossell, 1994). Los análisis de 
índice de peróxidos (IP) e índice de anisidina (IA) se usan también combinados para 
obtener un índice de oxidación total indicativo de la calidad de los aceites, llamado valor de 
Totox (2 IP + IA) donde IP representa el estado de oxidación actual e IA la historia del 
aceite. Este índice también se aplica en aceites microencapsulados (Hogan et al., 2003; 
Jiménez et al., 2004, 2006; Drusch et al., 2008). 
Test del ácido tiobarbitúrico
Se basa en la reacción entre el ácido tiobarbitúrico (TBA) y el malonaldehído o un 
La reacción no es específica y otros compuestos de oxidación 
reaccionan también con el ácido tiobarbitúrico y, por ello, se les denominan junto al 
malon
1997; Baik et al., 2004; Jónsdottir et al., 2005; Hu y Zhong, 2010). 
precursor de éste. 
aldehído TBARS (conjunto de sustancias que reaccionan con el TBA) (Pokorný et 
al., 2005). La aplicación del método se limita a muestras de elevado grado de insaturación 
ya que sólo se detectan los productos de oxidación de ácidos grasos con 3 o más dobles 
enlaces (Pryor et al., 1976). El método tiene muchos inconvenientes, como la interferencia 
de los productos de pardeamiento no enzimático y de degradación de proteínas y azúcares 
(St. Angelo, 1996). Aun así, es utilizado en aceites microencapsulados (Stapelfeldt et al., 
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• Evaluación  de compuestos de oxidación 
La evaluación de los compuestos de oxidación formados, ya sean compuestos 
específicos o grupos de compuestos, está basada fundamentalmente en técnicas 
an aplicado en el caso de compuestos específicos 
fundamentalmente a la cuantificación de compuestos volátiles (hidrocarburos y aldehídos) y, 
en me
cromatográficas. Éstas se h
nor medida, debido a su complejidad, a los compuestos de oxidación mayoritarios, los 
no volátiles (Thomas et al., 1991; Wilson et al., 1997), aun cuando éstos últimos poseen un 
mayor interés desde el punto de vista nutricional ya que son los ingeridos con el alimento. 
Hidroperóxidos
La técnica más utilizada para el análisis de hidroperóxidos es la cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC) de adsorción en fase normal con detección UV. Existen 
numerosos trabajos que consiguen separar isómeros geométricos y de posición de 
monohidroperóxidos de ácidos grasos o sus productos tras ser reducidos, así como 
triglicéridos que contienen un resto acilo con un grupo hidroperóxido (Chan y Levett, 1977; 
Neff y Frankel, 1980; Frankel et al., 1990). La cromatografía HPLC se ha aplicado para el 
análisis cualitativo de los principales productos de oxidación de los principales ácidos 
tos, oleico, linoleico y linolénico (Frankel, 2005), y otros como el ácido 
linoleico conjugado (CLA) (Hämäläinen et al., 2002). También se utiliza la cromatografía 
HPLC
grasos de los alimen
 en fase reversa (C18) para la separación de hidroperóxidos tras la reducción a 
derivados hidroxilo (Park et al., 1981; Miyashita et al., 1990; Neff et al., 1992). 
Compuestos volátiles
La cromatografía gas-líquido (CG) ha sido muy empleada para analizar aldehídos, 
alcoholes e hidrocarburos volátiles (Frankel, 2005). En la técnica de espacio de cabeza 
estático, la más sencilla y rápida, sólo se detectan compuestos presentes a 
 a 0,1 mg/kg. Sin embargo, mediante el espacio de cabeza 
dinámico y el método de inyección directa se pueden detectar volátiles en cantidades traza 
(Ross
concentraciones superiores
ell, 1994; Frankel, 1998). La determinación de compuestos volátiles de oxidación 
mayoritarios, como el hexanal (Hardas et al., 2000, 2002; Jónsdottir et al., 2005; Jiménez 
et al., 2006) y el propanal (Drusch et al., 2006 a,b,c, 2007, 2008; Serfert et al., 2009a, b; 
Anwar et al., 2010), se ha utilizado en estudios de oxidación de aceites 
microencapsulados. 
Compuestos monoméricos de oxidación secundaria
Los compuestos monoméricos de oxidación secundaria constituyen una compleja 
fracción de epóxidos, cetonas, aldehídos, alcoholes, hidroxiácidos, entre otros, y 
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compuestos con funciones polioxigenadas, cuya diversidad de estructuras se complica aún 
más en el caso de los triglicéridos, donde dichas funciones oxigenadas pueden estar en 1, 
2 ó lo
 se 
ha abordado con éxito por nuestro grupo de investigación en aceites y grasas de fritura 
 aldehído-ácidos y epoxiácidos (Berdeaux et al., 1999, 2002; Velasco et al., 
2002,
s 3 restos acilo. Dada la dificultad analítica, en triglicéridos sólo se ha abordado hasta 
el momento el análisis cualitativo de compuestos secundarios utilizando HPLC con 
detector de masas (Sjövall et al., 2001, 2002; Byrdwell y Neff, 2002; Suomela et al., 2004, 
2005). 
Utilizando la cromatografía de gases, la identificación y cuantificación de los grupos 
de compuestos específicos presentes en la fracción monomérica de ácidos oxidados ya
para los grupos
 2004a, 2005) y para los grupos de cetoácidos e hidroxiácidos (Marmesat et al., 
2008). 
Compuestos diméricos y poliméricos 
La cromatografía de exclusión molecular (HPSEC) es prácticamente la única técnica 
usada para la cuantificación de compuestos de polimerización (Wolff et al., 1991; IUPAC, 
1992a). Aun cuando los dímeros y polímeros constituyen una compleja mezcla de 
compuestos, es posible obtener un pico definido para grupos de compuestos que difieren 
significativamente en peso molecular, por ejemplo, los TG monoméricos, diméricos y 
poliméricos, con la columna y condiciones adecuadas. 
El análisis directo de polímeros mediante HPSEC puede ser aplicado para evaluar la 
onde estos compuestos son representativos de la alteración global, 
como ocurre con los aceites y grasas usados en fritura y a la evaluación del estado de 
oxida
dida de sustrato
calidad de muestras d
ción en aceites de elevado grado de insaturación (Burkow et al., 1991; Shukla y 
Perkins, 1991; Dobarganes y Márquez-Ruiz, 2006). En condiciones de conservación, la 
cuantificación de los compuestos de polimerización es de gran utilidad ya que los estudios 
realizados con compuestos modelo y aceites han demostrado que la aparición de dímeros 
marca el final del periodo de inducción y ocurre cuando se agotan los antioxidantes 
(Márquez-Ruiz et al., 2003a; Martín-Polvillo et al., 2004). En nuestros estudios previos 
sobre oxidación de aceites microencapsulados la determinación de dímeros y polímeros ha 
sido de gran utilidad (Velasco et al., 2000a; 2006; 2009a, b, c). 
Determinación de pér
La pérdida de ácidos grasos es una medida indirecta del grado de oxidación pues se 
basa en la cuantificación mediante patrón interno de los ésteres metílicos no alterados 
eluidos mediante CG en fase polar, y por diferencia se puede determinar la cantidad de 
fracción no eluida, que está constituida por ésteres metílicos oxidados (Waltking, 1973). 
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Sólo es útil para estadíos avanzados de oxidación por su baja sensibilidad. La 
determinación del índice de polienos, utilizada en aceites de pescado, se basa en este 
análisis. Es el cociente entre la suma de las concentraciones de EPA y DHA y la del ácido 
palmítico (Lin et al., 1995). La pérdida de sustrato es uno de los métodos más utilizados en 
estudios de oxidación de ácidos grasos o ésteres metílicos microencapsulados. 
(Ponginebbi et al., 2000; Hardas et al., 2000, 2002; Minemoto et al., 1997, 1999, 2002a, b; 
Fang et al., 2003; Jiménez et al., 2004; Kikuchi et al., 2006). 
Determinación cuantitativa de triglicéridos monómeros oxidados, dímeros y polímeros
La combinación de la cromatografía de adsorción y exclusión molecular permite la 
cuantificación global de los triglicéridos que han sufrido oxidación en alguno de sus restos 
acilo, y su distribución en tres grupos principales de compuestos –triglicéridos monómeros 
oxidados, dímeros y polímeros- (Dobarganes et al., 1988; Márquez-Ruiz et al., 1996a, b; 
ez-Ruiz y Dobarganes, 2005, 2006; Dobarganes y 
Márquez-Ruiz, 2007). Básicamente consiste en la separación de la muestra de aceite o 
lípido
. La suma de triglicéridos 
polímeros es considerada la cantidad total de 
compuestos de oxidación no  volátiles. 
a, 
Dobarganes et al., 2000a, b; Márqu
s por polaridad (cromatografía de adsorción con gel de sílice) en triglicéridos no 
oxidados y una fracción concentrada de los compuestos de oxidación. Esta última se 
analiza mediante cromatografía de exclusión y así pueden separarse grupos de 
compuestos de distinto peso molecular. Esta metodología ha sido estandarizada por la 
IUPAC y puede aplicarse tanto a aceites de fritura como a aceites oxidados (Dobarganes 
et al., 2000b). 
La cuantificación de los triglicéridos monómeros oxidados es de gran relevancia ya 
que este grupo incluye todas las moléculas monoméricas de triglicéridos con al menos un 
resto oxidado, ya sea con funciones hidroperóxido (compuestos de oxidación primaria), o 
grupos oxigenados estables, por ejemplo, funciones epoxi-, ceto- e hidroxi-. (compuestos 
de oxidación secundaria). Por tanto, su cuantificación constituye una medida global de los 
compuestos de oxidación no volátiles formados mediante reacciones de propagación y 
terminación. Se han obtenido excelentes correlaciones entre los triglicéridos monómeros 
oxidados y el índice de peróxidos durante el periodo de inducción (Martín-Polvillo et al., 
2004; Velasco et al., 2006; Márquez-Ruiz et al., 2007). La cuantificación de los triglicéridos 
dímeros y polímeros completa la información sobre el estado de oxidación ya que su 
formación indica el inicio de la fase de oxidación avanzada
monómeros oxidados, dímeros y 
En estudios de oxidación lipídica esta metodología ha sido de gran utilidad para 
analizar la evolución de la oxidación en aceites y alimentos (Márquez-Ruiz et al., 1999; 
Martín-Polvillo et al., 2004), evaluar parámetros cinéticos (Márquez-Ruiz et al., 2003
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2007)
te la Resonancia Magnética 
008; 
Guillén y Goicoechea 2007, 2009) y la Espectroscopia Infrarroja de Transformada de 
Fourie
mento de la temperatura o la concentración de oxígeno, de forma que los 
result
 y detectar diferencias entre la oxidación de las fracciones de aceite libre y 
encapsulado de aceites microencapsulados (Márquez-Ruiz et al., 2003b; Velasco et al., 
2000a, 2004b, 2006). 
• Análisis mediante técnicas espectroscópicas 
En los últimos años se han extendido las aplicaciones de métodos espectroscópicos 
para el análisis de la oxidación lipídica, fundamentalmen
Nuclear (RMN) (Zamora et al., 2003; Hämälänien y Kamal-Eldin, 2005; Tyl et al., 2
r (FTIR) (Guillén y Cabo, 2000; Guillén et al., 2004; Guillén y Goicoechea, 2007). La 
principal ventaja de estas técnicas es su carácter no destructivo, el ahorro de reactivos y la 
reducción considerable del tiempo de análisis. Aunque sólo proporcionan información 
cualitativa relacionada con las funciones oxigenadas encontradas, en estudios realizados 
con FTIR se ha encontrado una estrecha correlación entre valores de índice de peróxidos 
y de anisidina en aceites oxidados con los valores de las frecuencias de determinadas 
bandas del espectro de infrarrojos (Guillén y Cabo, 2000).  
1.2.3.2.- Determinación de la estabilidad oxidativa mediante métodos acelerados 
La estabilidad oxidativa se define como la resistencia a la oxidación lipídica y los 
métodos para su determinación se basan en acelerar el desarrollo oxidativo, normalmente 
mediante un au
ados obtenidos ayuden a predecir el tiempo de vida útil del aceite o alimento. Estos 
métodos son esenciales para la evaluación de la actividad antioxidante y han sido 
revisados ampliamente (Rossell, 1992, 1994; Verleyen et al., 2005; Frankel, 2005). El 
curso de la oxidación normalmente procede lentamente en la primera fase y experimenta 
un cambio repentino en la velocidad de oxidación después de un cierto periodo de tiempo, 
llamado periodo de inducción (PI). El PI se mide, por tanto, por estimación del punto de 
máxima curvatura o la intersección de las dos líneas tangentes a ambas ramas de la curva 
de oxidación. Los métodos que más se utilizan actualmente se resumen a continuación: 
Método de absorción de oxígeno (Oxidograph y Oxipres) 
Se basa en la determinación de la absorción de oxígeno en aceites calentados a 100 
ºC, mediante la medida del descenso de presión de oxígeno. Existen equipos 
automatizados donde se pueden ensayar alimentos y antioxidantes volátiles. También es 
utilizado para determinar el periodo de inducción de aceites microencapsulados en 
condiciones aceleradas (Jonsdottir et al., 2005; Shen et al., 2010). 
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Método OSI (índice de estabilidad oxidativa) o Rancimat 
Consiste en oxidar las muestras de aceite con aire a flujo constante y temperatura 
constante que suele fijarse entre 80-140 °C. Los compuestos volátiles que se originan, 
ta, son detectados por conductividad. El 
test OSI es un método oficial AOCS (Läubli y Bruttel, 1986). El equipo Rancimat permite 
evalu
fundamentalmente ácidos orgánicos de cadena cor
ar en condiciones aceleradas la estabilidad oxidativa y la acción de los antioxidantes 
en los aceites microencapsulados (Velasco et al., 2000b, 2009a). 
Otros métodos 
La calorimetría diferencial de barrido (DSC) y la espectroscopía de espín electrónico 
(ESR) pueden ser aplicadas para la determinación de la estabilidad oxidativa. La DSC 
normalmente se utiliza a temperaturas entre 100 y 140 ºC con flujo de oxígeno constante 
(Tan y Che, 2002). En el caso de la ESR, la estabilidad oxidativa se define como la 
resistencia de los lípidos a formar radicales a temperatura moderada (50-80ºC) y, a 
diferencia de la mayoría de los métodos, que consideran el inicio de la fase de oxidación 
avanzada como el punto final del test, se basa en la medida de los radicales que se forman 
1.3.- OXIDA
er 
influencia en la oxidación lipídica de estos productos. Los estudios más relevantes en este 
objetivos de esta Tesis, se 
discut
durante las fases más iniciales de la oxidación (Velasco et al., 2004b). 
CIÓN LIPÍDICA EN ACEITES MICROENCAPSULADOS 
El fenómeno de la oxidación en fase continua ha sido estudiado ampliamente, pero 
el estudio de la oxidación lipídica en sistemas heterofásicos o con fase lipídica discontinua 
es una tarea muy difícil, ya que además de las numerosas variables implicadas en la 
oxidación de sistemas lipídicos en fase continua (inherentes a la composición de los 
lípidos, es decir, el grado de insaturación, contenido de antioxidantes y prooxidantes, o 
relacionadas con factores extrínsecos como la disponibilidad de oxígeno, luz y  
temperatura), existen otros factores que pueden ejercer una importante influencia y cuya 
acción es aún en gran parte desconocida. Las condiciones o parámetros de preparación 
de los aceites e ingredientes microencapsulados determinan las variables que van a ten
contexto, que han servido como base para establecer los 
en en este apartado. 
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1.3.1.- Parámetros 
1.3.1.
inaciones diferentes de 
componentes de la matriz y existen diferencias entre los demás parámetros de 
emás, las condiciones de la oxidación, el rango de oxidación evaluado y las 
medid
ogan et al., 
2003; Kagami et al., 2003). Las seleccionadas en esta Tesis han sido una matriz láctea, 
or maltodextrina, 
sacar
ión en los aceites microencapsulados (Velasco et al., 2000a, b, 
2004c, 2006,2009a, b). El efecto interfacial del caseinato, que forma un film alrededor de 
s glóbulos de aceite, contribuye a mejorar la estabilidad del aceite mediante la quelación 
de los cationes metálicos divalentes (Drusch et al., 2007). El caseinato cálcico parece 
ostrar mejor comportamiento que el caseinato sódico porque el primero conduce a un 
1.- Composición de la matriz 
Existen, como se ha comentado en el apartado 1.1.2.1, una gran variedad de 
matrices encapsulantes, y se ha publicado un considerable número de estudios que 
examinan la capacidad protectora de la matriz frente a la oxidación. Sin embargo, es difícil 
extraer conclusiones generales porque se utilizan muchas comb
elaboración. Ad
as utilizadas para su determinación son muy distintas en los estudios realizados. 
Entre los resultados más inesperados obtenidos en los primeros trabajos, normalmente 
realizados con ésteres metílicos modelo, destaca que los agentes encapsulantes que 
proporcionaron menores tamaños de glóbulos y mayores valores de eficacia de 
encapsulación no siempre retardaron la oxidación (Imagi et al., 1992). 
Estudios precedentes sugieren que entre las matrices más efectivas para retardar la 
oxidación de aceites se encuentran las basadas en caseinato sódico (Keogh et al., 2001; 
Jonsdottir et al., 2005) y en maltodextrinas con alto equivalente de dextrosa (H
compuesta por caseinato sódico y lactosa; y una matriz compuesta p
osa y gelatina. Además, ambos tipos de matriz son representativos de los más 
utilizados en microencapsulación o encontrados en alimentos donde los lípidos están 
encapsulados de forma natural (Kelly, 2006; Drusch y Mannino, 2009). 
La matriz compuesta por caseinato sódico y lactosa se utiliza frecuentemente en 
aceites microencapsulados y constituyen la matriz natural de productos lácteos 
deshidratados y determinados productos de alimentación infantil. Esta matriz ha sido 
utilizada por nuestro grupo de investigación anteriormente para estudiar la estabilidad 
oxidativa en microencapsulados de aceites con diferente susceptibilidad a la oxidación, 
como aceite de girasol y aceite de pescado. La combinación del poder emulsionante del 
caseinato sódico y la alta solubilidad proporcionada por la lactosa contribuyeron a la 
elevada estabilidad de las emulsiones preparadas y proporcionaron valores aceptables de 
protección frente a la oxidac
lo
m
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mayor grado de agregación con la consecuente disminución de aire ocluido y aumento de 
la estabilidad oxidativa (Keogh et al., 2001). 
En las matrices con maltodextrinas se ha observado que un incremento en el 
equiv
duce el tamaño de 
poro y limita la difusión del oxígeno (Ponginebbi et al., 2000). La gelatina, una proteína 
hidros
jo de 15 meq O2/kg 
de índ
 
alente de dextrosa aumenta la vida útil del microencapsulado porque se forma una 
matriz más densa y por lo tanto más impermeable al oxígeno (Desobry et al., 1999). El 
efecto protector de las maltodextrinas con diferentes equivalentes de dextrosa entre 4 y 
36,5 y goma arábiga en microcápsulas de aceite de naranja ha sido estudiado a 32, 45 y 
60 °C utilizando medidas de volátiles, consumo de oxígeno y análisis sensorial. Las 
muestras con mayor estabilidad oxidativa fueron aquéllas con equivalente de dextrosa más 
alto (de 20, 25 y 36,5) (Anandaraman y Reineccius, 1986). Estos resultados fueron 
corroborados por Kagami y colaboradores (Kagami et al., 2003) mediante la encapsulación 
de aceite de pescado con maltodextrinas y caseinato sódico ya que encontraron que las 
maltodextrinas con menores equivalentes de dextrosa (4 y 11) no fueron efectivas frente a 
la oxidación. La adición de mono o disacáridos como la sacarosa re
oluble derivada del colágeno, posee características fisicoquímicas muy adecuadas 
para la microencapsulación  conjuntamente con maltodextrinas y sacarosa (Shahidi y Han, 
1993; Orlien et al., 2000). Orlien y colaboradores (Orlien et al., 2000) evaluaron la 
oxidación de aceite de pescado microencapsulado en una matriz de maltodextrina, 
sacarosa y gelatina, mediante la adición de generadores de radicales (AMVN y AAPH) y 
encontraron que AMVN (lipófilo) aceleró la oxidación en aceites microencapsulados, 
mientras que AAPH (hidrófilo) no ejerció efecto alguno. Desafortunadamente, estos 
resultados se obtuvieron en un rango de oxidación muy bajo, por deba
ice de peróxidos. Según los autores, la difusión de oxígeno a través de esta matriz 
fue el factor limitante para la oxidación del aceite encapsulado. 
Los trabajos más recientes realizados con otras matrices indican que los 
polisacáridos de bajo peso molecular son más efectivos para proteger frente a la oxidación 
que sus análogos de alto peso molecular (Bustos et al., 2003; Fang et al., 2003, Drusch et 
al., 2007; Serfert et al., 2009b). Últimamente se han propuesto nuevas matrices basadas 
en trehalosa o derivados de almidón como el n-octenilsuccinato derivado para aumentar la 
estabilidad de aceites de pescado microencapsulado (Drusch et al., 2006a, b; Serfert et 
al.,2010). Es de destacar que la mayoría de los trabajos publicados en los últimos años 
permiten deducir que la Tg de la matriz utilizada es uno de los factores determinantes de 
su comportamiento frente al desarrollo oxidativo (Orlien et al., 2000; Vega y Roos, 2006). 
 
 33
Introducción 
1.3.1.2.- Métodos de secado 
El método de atomización ha sido el método utilizado en la mayoría de los trabajos 
donde
4). Similares conclusiones 
fueron 
n 
el efecto del grado de homogeneización, mediante la aplicación de distintas presiones y 
úmero de pases, en la estabilidad oxidativa de aceite de pescado microencapsulado 
por liofilización; y concluyeron que el aumento de la presión y número de pases 
 se estudia la oxidación de los aceites microencapsulados (Keogh et al.,  2001, 
Minemoto et al., 2002a, b; Kagami et al., 2003; Drusch et al., 2006b, c, 2007, 2008; 
Kolanowski et al., 2006; Serfert et al., 2009a, b; Anwar et al., 2010; Shen et al., 2010). En 
atomización, se ha observado que las temperaturas de entrada y salida afectan 
normalmente la porosidad de la matriz y, por tanto, la estabilidad oxidativa (Finney et al., 
2002). Otros parámetros inherentes al diseño del atomizador, como por ejemplo, la 
velocidad del disco en atomizadores de disco rotatorio, pueden también ser determinantes 
del tamaño de glóbulo y el contenido de humedad (Fang et al., 2005). Recientemente, se 
ha encontrado que sustituir el aire por nitrógeno en el atomizador no tiene el efecto 
deseado en la estabilidad oxidativa del aceite de pescado, pero sí influye positivamente 
borbotear con nitrógeno la emulsión durante su preparación y eliminar así gran parte del 
aire que pueda quedar ocluido (Serfert et al., 2009b). 
Por sus bajas temperaturas, el proceso de liofilización es muy apropiado para 
aceites muy susceptibles a la oxidación como los aceites de pescado, o para aceites 
aromáticos y pigmentos. Es interesante mencionar que el aumento de la velocidad de 
congelación de la emulsión conduce a un aumento de la eficacia de microencapsulación, 
pero no necesariamente a una mayor estabilidad oxidativa (Heinzelmann et al., 2000). 
En general, la influencia de los procesos de secado por atomización y liofilización en 
la estabilidad oxidativa de los microencapsulados ha sido poco estudiada a partir de las 
mismas emulsiones. Sims y colaboradores habían mostrado que la oxidación era más 
rápida en muestras liofilizadas frente a atomizadas atribuyendo los resultados a la mayor 
área superficial de las primeras (Fioriti et al., 1975; Sims, 199
extraídas por Taguchi (Taguchi et al., 1992). Sin embargo, el grupo de Minemoto 
encontró menor oxidación en liofilizados de linoleato de metilo en goma arábiga frente a 
sus análogos atomizados, a pesar de que los primeros mostraron mayor contenido de 
lípidos no encapsulados (Minemoto et al., 1997). 
1.3.1.3.- Grado de homogeneización 
La presión de homogeneización y el número de pases aplicados en la preparación 
de los microencapsulados no han sido relacionados con la estabilidad oxidativa de los 
aceites microencapsulados. Únicamente Heinzelmann y colaboradores (2000) ensayaro
n
obtenido 
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incrementó la eficacia de encapsulación pero ello no se reflejó en un aumento de la 
estabilidad oxidativa. 
fase continua. Sin embargo, cuando 
los líp
o 
sólo del tipo de aceite sino también de su área superficial y otras características del 
alime
ite encapsulado puede ser muy variable, 
dependiendo de los factores que influyan en la formación de vacuolas de aire y en la 
atriz. Además, la distribución de antioxidantes y 
prooxidantes en estos sistemas heterogéneos, de la cual depende su acción, también se 
ve afe
La homogeneización aplicada a las muestras tiene influencia en el tamaño de 
glóbulo del aceite y en la eficacia de encapsulación. Dichas variables sí han sido 
evaluadas en relación con el desarrollo de la oxidación, tal y como se describe en los 
apartados 1.3.2.1. y 1.3.2.2.  
1.3.2. Variables 
1.3.2.1.- Distribución de los lípidos (Eficacia de encapsulación) 
En la mayoría de los alimentos con elevado contenido en grasa, los demás 
componentes están dispersos en los lípidos y, por tanto, existe una fase lipídica continua 
en contacto directo con el aire. En estos sistemas, la oxidación debería transcurrir, y 
normalmente así es, de forma similar a los lípidos en 
idos no constituyen el componente mayoritario sino que están dispersos en otros 
ingredientes del alimento, la velocidad de oxidación depende de variables adicionales y 
puede ser superior o inferior en comparación con los mismos en fase continua. De ahí que 
no exista una correlación entre la cantidad de lípidos en un alimento y el desarrollo 
oxidativo, y que la cantidad de aceite necesaria para la aparición de rancidez dependa n
nto (Fritsch, 1994). 
Una importante variable en los alimentos con lípidos en fase dispersa, en general, y 
de los aceites microencapsulados, en particular, es su distribución entre lípidos más 
superficiales y fácilmente accesibles a la extracción con disolventes no polares y lípidos 
más inmersos o ligados en o a la matriz constituida por otros componentes del alimento, 
formando gotículas o encapsulados. Teóricamente, la fracción superficial es la más 
susceptible a la oxidación por su mayor exposición al aire, pero no siempre ocurre así. La 
disponibilidad de oxígeno en los glóbulos de ace
difusión del oxígeno a través de la m
ctada por numerosas variables. 
Sin embargo, hasta el año 2000, cuando se iniciaron en nuestro laboratorio estudios 
enfocados a examinar la influencia de la distribución de los lípidos en la oxidación de 
aceites microencapsulados (Velasco et al., 2000a), sólo se conocían dos trabajos 
relacionados. Se había observado que la eliminación del aceite libre aumentaba la 
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estabilidad (Gejl-Hansen y Flink, 1977) y que se oxidaba más rápidamente que la fracción 
encapsulada (Shimada et al., 1991). El estudio de Shimada y colaboradores se basó en 
encapsular linoleato de metilo en matriz de lactosa y gelatina mediante liofilización y la 
evalu
zados en nuestro laboratorio hemos observado que la 
oxidación relativa de ambas fracciones en aceites microencapsulados por liofilización 
, dependiendo de las condiciones de oxidación o la protección conferida 
por antioxidantes (Velasco et al., 2000a; Márquez-Ruiz et al., 2003b; Velasco et al., 2006). 
servada en la fracción 
encap
yor velocidad de oxidación en la fracción libre en muestras con 
muy b
cesibilidad de aire, teóricamente la velocidad de 
oxidación aumentaría al disminuir el tamaño de glóbulo de aceite por aumento de la 
relaci
ación de la oxidación se realizó exclusivamente mediante medida de dobles enlaces 
conjugados. 
En experimentos reali
puede ser variable
Además, es importante destacar la discontinuidad de la oxidación ob
sulada, como indicaron los resultados obtenidos en la evaluación de los 
antioxidantes (tocoferoles) y los compuestos de polimerización en ensayos de 
almacenamiento (Velasco et al., 2006, 2009a, b, c). Estos resultados apoyan claramente la 
necesidad de separar las fracciones de aceite libre y encapsulado en los estudios de 
oxidación y muestran la complejidad de la oxidación en aceites microencapsulados, que a 
menudo se refleja en la dificultad que existe para determinar el verdadero estado de 
oxidación en estos productos. 
Por otra parte, otro grupo de investigación ha adoptado la determinación separada 
de la oxidación de las fracciones libre y encapsulada en estudios con compuestos modelo 
que proporcionaron resultados contradictorios por deficiencias en la evaluación de la 
oxidación observando ma
ajo contenido de ésta (Ponginebbi et al., 2000; Hardas et al., 2000, 2002; Baik et al., 
2004). La importancia de estudiar la oxidación en la fracción libre es actualmente 
reconocida por otros autores, en el contexto de las leches en polvo (Vignolles et al., 2007) 
y los aceites microencapsulados (Drusch y Berg, 2008). 
1.3.2.2.- Tamaño de glóbulos de aceite 
A pesar de que el tamaño de glóbulos es una característica considerada importante 
en aceites microencapsulados, su influencia en la oxidación lipídica es prácticamente 
desconocida. 
En condiciones similares de ac
ón superficie/volumen. Aunque este aspecto ha sido escasamente estudiado, existen 
resultados que muestran que la susceptibilidad a la oxidación en aceites 
microencapsulados disminuye cuanto menor es el tamaño de glóbulo de aceite (Minemoto 
et al., 2002a, b; Watanabe et al., 2002) o viceversa (Fang et al., 2005). Estas 
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contradicciones pueden estar relacionadas con el hecho de que normalmente los cambios 
en tamaño de glóbulo de aceite se consiguen variando la relación entre los componentes 
de la matriz y las condiciones de presión para preparar la emulsión previa y en ambos 
casos cambiarían otras características, como la eficacia de encapsulación, que pueden 
influir en los resultados obtenidos. 
1.3.2.
allansch, 1964; Burvall et al., 1978; Stapelfeldt et al., 1997; 
Thomsen et al., 2005). 
ción entre la fracción de linoleato 
de metilo oxidado y la fracción de lípido no encapsulado. En las muestras atomizadas, este 
 un máximo de 4, y sólo superó 1 a 75% de 
humedad relativa en las liofilizadas. Por consiguiente, los autores dedujeron que la fracción 
libre no era l
bbi y colaboradores estudiaron la oxidación de ácido linoleico encapsulado 
en una matriz de carbohidratos (sacarosa y maltodextrina) sometido a diferentes valores 
de hu
3.- Actividad de agua 
En general, la velocidad de oxidación lipídica es menor a bajos valores de actividad 
de agua, cercanos a los correspondientes a la capa monomolecular (0,2-0,4) para la 
mayoría de los alimentos. Esto puede ser debido a la hidratación de trazas metálicas con 
la consecuente disminución de su efecto catalítico, a la interacción con radicales libres y el 
oxígeno singulete, y a la formación de puentes de hidrógenos con los hidroperóxidos, 
retrasando así su descomposición. Sin embargo la velocidad de oxidación aumenta 
rápidamente a valores inferiores y superiores de actividad de agua correspondiente a la 
capa monomolecular (Labuza, 1968; Karel et al., 1967). En el contexto de las leches en 
polvo, se ha estudiado cómo afectan los cambios en actividad de agua a la calidad de 
estos productos (Tamsma y P
En relación a aceites microencapsulados, Minemoto y colaboradores (Minemoto et 
al., 1997) utilizaron las técnicas de atomización y liofilización para encapsular linoleato de 
metilo en goma arábiga, y las muestras se oxidaron a 37 °C en un amplio rango de valores 
de humedad relativa: 12, 44, 75 y 96 %. La mayor estabilidad se obtuvo para las muestras 
liofilizadas y todas las muestras se oxidaron en menor grado a 12 y 44 % de humedad 
relativa. Sólo se determinó la oxidación en los lípidos totales extraídos y se dedujo la 
oxidación relativa de ambas fracciones a partir de la rela
cociente superó 1 rápidamente y llegó a
a única que se oxidaba. 
Pongine
medad relativa (0, 32, 43 y 75 %). Las muestras a 0 y 32 % de humedad relativa se 
oxidaron más rápidamente que las que se encontraban a 43 y 75 %, pero en estas últimas 
se observaron modificaciones físicas en las muestras, como porosidad reducida, colapso 
de la estructura, reducción de la cantidad de aceite libre y coalescencia de los glóbulos de 
aceite provocada por la cristalización de la sacarosa (Ponginebbi et al., 2000). En el 
siguiente estudio, evaluaron la oxidación de grasa láctea encapsulada en una matriz de 
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maltodextrina y caseinato sódico en condiciones aceleradas de oxidación con luz UV y 
almacenadas a 14, 44 y 52 % HR. Los resultados mostraron que la oxidación disminuía al 
aumentar la humedad relativa y que la fracción libre era la más rápida en oxidarse tanto 
con luz como en la oscuridad (Hardas et al., 2002). Sin embargo, posteriormente no 
encontraron efecto de la humedad relativa en aceites de pescado microencapsulados 
conservados a 0, 11, 33 y 43 % HR (Baik et al., 2004). 
En trabajos desarrollados por nuestro grupo (Velasco et al., 2009b), se evaluó la 
influe
 del oxígeno a través de la matriz constituía el factor determinante 
de la 
 colaboradores aplicaron condiciones de humedad 
relativ
ncia de la humedad relativa del 32 %, correspondiente a un contenido de agua 
cercano a la monocapa, frente a sequedad (0 % HR), en aceites de girasol y de pescado 
microencapsulados por liofilización en una matriz láctea (lactosa y caseinato sódico). La 
humedad relativa del 32 % ejerció un considerable efecto protector frente a la oxidación en 
la fracción de aceite libre frente a condiciones de sequedad, pero no tuvo efecto en la 
fracción encapsulada. Excepto en las muestras más susceptibles a la oxidación, la fracción 
libre se oxidó más lentamente que la encapsulada, independientemente de la humedad 
relativa a la que se encontraban almacenadas. Además del efecto de la humedad, las 
diferencias de velocidad de oxidación observadas entre las fracciones de aceite libre y 
encapsulada indicaron que cuando la oxidación era más rápida por la ausencia de 
antioxidantes, la difusión
velocidad de oxidación en la fracción encapsulada y por lo tanto la fracción de aceite 
libre se oxidaba más rápidamente. En cambio, en las muestras más estables, la difusión 
del oxígeno no era limitante en la oxidación de la fracción encapsulada, pudiendo alcanzar 
niveles de oxidación superiores a los de la fracción libre. 
Otros trabajos sobre la influencia de la humedad relativa indican claramente que las 
condiciones utilizadas conllevan cambios estructurales (Partanen et al., 2005; Klinkesorn et 
al., 2005; Drusch et al., 2006b; Gray et al., 2008). La estabilidad oxidativa en 
microencapsulados de aceite de pescado en una matriz de un derivado de almidón (n-
octenil succinato) ha  sido relacionada con los cambios estructurales sufridos por la matriz 
al estar expuestos a distintos valores de humedad relativa (Partanen et al., 2005; Drusch et 
al., 2006b). Recientemente Gray y
a extremas (95 %) para ver la influencia del estado de la matriz en la oxidación de 
ácido linoleico microencapsulado (Gray et al., 2008). 
1.3.2.4.- Cambios estructurales de la matriz 
Como se ha comentado anteriormente, el efecto de la actividad de agua en la 
oxidación lipídica puede ser indirecto, y se explica mejor mediante la teoría de la transición 
vítrea (apartado 1.1.3.4.). La temperatura de transición vítrea (Tg) determina cuándo ocurre 
en una matriz amorfa el cambio de un estado vítreo a un estado gomoso. Como la 
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movilidad molecular está limitada en el estado vítreo y esto inhibiría las reacciones de 
oxidación, se ha propuesto que, para aumentar la estabilidad oxidativa, las formulaciones 
deben estar dirigidas a obtener matrices en el estado vítreo en las condiciones deseadas 
(Orlien et al., 2000; Selim et al., 2000). Aun así, se ha demostrado que una matriz vítrea de 
sacarosa, maltodextrina y gelatina proporciona sólo protección parcial frente a la oxidación 
ya que permite la difusión de oxígeno y otras moléculas pequeñas como iniciadores de 
radicales hidrofílicos (ABCPA) (Orlien et al., 2006). Puede ocurrir, además, que la 
morfo
iento de las partículas de polvo, 
todo ello conduce a una disminución de la dispersibilidad, reducción de tamaño de poro y 
de vo
(66,2 % o superior). Es posible 
que la grasa actúe como barrera hidrofóbica y puede limitar tanto la difusión de moléculas 
de lactosa. 
logía de la matriz vítrea favorezca la oxidación por aparición de grietas, como se ha 
observado en un estudio que compara la oxidación del ácido linoleico en matriz de almidón 
de maíz en estado vítreo y gomoso (con aw de 0,3 y 0,95, respectivamente) (Gray et al., 
2008). 
Al aumentar la movilidad por el efecto plastificante del agua o por la temperatura, 
pueden tener lugar otros cambios físicos como la cristalización de los azúcares y/o el 
fenómeno del colapso. El colapso puede definirse como la disminución del volumen total 
del sistema como consecuencia de la aparición de adecuada movilidad de los 
componentes para producir reorganizaciones de la estructura interna, pasando de un 
sistema de no equilibrio a un sistema en equilibrio termodinámico. El colapso es común en 
la mayoría de los sistemas amorfos preparados por liofilización (Levine y Slade, 1990). En 
alimentos en polvo que contienen hidratos de carbono como la lactosa en la leche en 
polvo, la cristalización está relacionada con el fenómeno del colapso, durante el cual se 
libera agua desde la región cristalizada a la amorfa (Chuy y Labuza, 1994). Con el colapso 
se observa un aglutinamiento y una reducción del movim
lumen. 
A 25 °C, a partir de valores de actividad de agua de 0,40 se ha observado que 
empieza a cristalizar la lactosa atomizada (Saltmarch y Labuza, 1980), lo que también se 
ha observado en leches en polvo atomizadas (Buma, 1966,1968), y en microencapsulados  
constituidos por aceites, lactosa y proteínas de la leche obtenidos por atomización (Moreau 
y Rosenberg, 1993; Fäldt y Bergenstahl, 1995, 1996). Es interesante que aparezca más 
tarde la cristalización de la lactosa en leche entera en polvo que en leche desnatada en 
polvo cuando son expuestos a elevada humedad relativa 
hidrofílicas como el crecimiento de los cristales 
El colapso y la cristalización de ciertos azúcares están relacionados con la liberación 
parcial de los componentes encapsulados a valores de humedad relativa elevados (Gejl-
Hansen y Flink, 1977;  Rosenberg et al., 1990; Shimada et al., 1991). Así, la fracción 
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lipídica encapsulada puede fluir desde el interior de la matriz a la superficie, quedando de 
esta forma más expuesta a la acción del aire exterior. Si bien la cristalización puede 
aumentar la cantidad de fracción libre, ciertos autores han encontrado que el colapso, con 
un aumento de la densidad de la matriz produce fenómenos de re-encapsulación parcial 
de la fracción libre (Shimada et al., 1991; Labrousse et al., 1992). 
1.3.2.5.- Tamaño de partícula de polvo 
Teóricamente, la disminución del tamaño de partícula en los aceites 
microencapsulados aceleraría la oxidación por aumento del área superficial (Desobry et 
al., 1997; Schorno et al., 2010). Sin embargo, el efecto en aceites microencapsulados no 
ha sido examinado. Únicamente en un trabajo reciente se han evaluado muestras 
atomi
Al igual que ocurre con el estudio de otras variables, el efecto de los antioxidantes 
no es
efecto contrario se produce en 
fase continua (Frankel et al., 1994; Huang et al., 1994). En aceites microencapsulados, los 
antiox
zadas con tamaños de partícula variables debido a la utilización de almidón 
modificado con distinto peso molecular y no se ha observado relación de este parámetro 
con la oxidación (Serfert et al., 2009b). 
1.3.2.6.- Antioxidantes 
A pesar de su extraordinaria importancia, la efectividad de los antioxidantes en 
aceites microencapsulados y las variables que intervienen en su acción son poco 
conocidas. Como ocurre en otros sistemas lipídicos multifásicos, como las emulsiones, la 
actividad de los antioxidantes en aceites microencapsulados no puede predecirse a partir 
de la que muestra en el aceite en fase continua, pues su partición, distribución, interacción 
y orientación en las distintas fases de los aceites microencapsulados son factores de 
enorme influencia.  
 fácil de determinar aisladamente. Como ejemplo, la eficacia antioxidante relativa del 
palmitato, laurilato y caprilato de ascorbilo puede confundirse con su efecto en la 
disminución del tamaño de glóbulo de aceite (Watanabe et al., 2002). La teoría de la 
paradoja polar propuesta por Porter sugiere que los antioxidantes más hidrófilos, 
relativamente polares, son más efectivos en fase continua, donde la relación 
superficie/volumen es baja, mientras que los más lipófilos, poco polares, como el tocoferol, 
lo son más en sistemas heterofásicos, con alta relación superficie/volumen (Porter, 1980). 
Así, se observa que la actividad antioxidante del tocoferol es mayor que la de su homólogo 
polar, Trolox C, en emulsión aceite/agua, mientras que el 
idantes lipofílicos parecen ser también más efectivos, tal y como se ha observado al 
comparar la eficacia del ácido ferúlico y sus ésteres (Fang et al., 2006), y el α-tocoferol 
frente al Trolox C (Hogan et al., 2003). Se ha demostrado también la efectividad del EDTA 
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(ácido etilendiaminotetraacético) como quelante de metales en emulsiones de  
microencapsulados reconstituidos en agua (Cho et al., 2003; Shaw et al., 2007) o en 
combinación con tocoferoles en microencapsulados (Klinkesorn et al., 2005). 
Recientemente nuestro grupo ha estudiado la efectividad de diferentes antioxidantes 
fenólicos con distinto grado de polaridad en aceite de girasol microencapsulado en una 
ediante liofilización (Velasco et al., 2009c). Se 
evaluó la eficacia de α-Tocoferol y Trolox, y del ácido gálico y sus ésteres derivados, 
galato de 
inato sódico y lactosa (Velasco et al., 2004c). 
e antioxidante lipofílico, sinergista y quelante de metales puede 
ser m
matriz de caseinato sódico y lactosa m
propilo y dodecilo, en las fracciones de aceite libre y encapsulado. El tocoferol 
proporcionó un mayor efecto protector que el Trolox (más de cinco veces). El ácido gálico 
y el galato de propilo presentaron efectos pro-oxidantes, en cambio el galato de docecilo 
aumentó ligeramente la estabilidad. Es decir, los antioxidantes de menor polaridad en cada 
serie, tocoferol y dodecil galato, fueron los más efectivos. Estos resultados concuerdan con 
los resultados obtenidos en Rancimat (Velasco et al., 2009a) y en emulsiones de aceite en 
agua con los mismos componentes case
Una combinación d
uy adecuada para retardar la oxidación de aceites microencapsulados. Por ejemplo, 
se ha comprobado que la mezcla ALT (ácido ascórbico, lecitina y δ-tocoferol), y 
recientemente la mezcla formada por palmitato de ascorbilo, lecitina o ésteres de ácido 
cítrico, y δ-tocoferol aumentan la estabilidad oxidativa de aceites de pescado 
microencapsulados (Velasco et al., 2000b; Serfert et al., 2009a). 
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Resumen de los antecedentes sobre oxidación de aceites microencapsulados 
En relación con los principales parámetros (matriz encapsulante, método de secado 
y condiciones de homogeneización) que determinan las variables que pueden influir en el 
desar
 de 
profundizar en este aspecto. Respecto a las condiciones de homogeneización (presión 
aplica
métodos de 
xtracción aplicados, los rangos de oxidación evaluados y los métodos seleccionados para 
la determinación de la oxidación en aceites microencapsulados son muy diversos, y de ahí 
que sea muy difícil extraer conclusiones de aplicación general.  
Las condiciones más apropiadas para evaluar el comportamiento oxidativo de estos 
productos incluirían temperaturas cercanas a la temperatura ambiente y condiciones de 
humedad relativa que no conduzcan a cambios estructurales de la matriz, y no ocurre así 
en la mayoría de los estudios publicados. Los métodos de extracción necesarios para 
determinar el estado de oxidación en aceites microencapsulados requieren la separación 
de la fracción de aceite libre, normalmente minoritaria, y la fracción de aceite encapsulado, 
ya que la oxidación relativa de ambas fracciones puede ser variable y resultar 
enmascarada al evaluar sólo el aceite total. Sin embargo, sólo en algunos trabajos se 
realiza dicha separación de fracciones. En cuanto al rango de oxidación estudiado, 
muchos estudios se limitan a un rango extremadamente bajo, muy lejano del final del 
periodo de inducción y por tanto no indicativo ni predictivo del comportamiento oxidativo. 
En otros trabajos ocurre lo contrario, el rango evaluado no es adecuado porque 
corresponde a estadíos avanzados de oxidación. En gran manera, el establecimiento de 
rollo de la oxidación de aceites microencapsulados, existe en general información 
escasa e incluso contradictoria.  
La elección de la matriz encapsulante más eficaz en la protección frente a la 
oxidación es el objetivo de un considerable número de estudios aunque éstos sólo se 
centran en la comparación entre varios tipos de matriz sin considerar la influencia de las 
condiciones de preparación de la emulsión, que normalmente difieren según la matriz 
utilizada. El método de secado más empleado y por tanto más evaluado respecto a su 
influencia en la oxidación es el proceso de atomización, seguido de la liofilización. Los 
resultados discordantes encontrados en los pocos estudios realizados que comparan 
ambos métodos partiendo de las mismas emulsiones evidencian la necesidad
da y número de pases) sólo se ha encontrado un único trabajo que examine su 
efecto en la oxidación de aceites microencapsulados, a pesar de que parece demostrada 
la influencia que tienen las condiciones de homogeneización en algunas de las variables 
más importantes implicadas en el desarrollo oxidativo, como el tamaño de glóbulo de 
aceite y la eficacia de encapsulación. 
Las condiciones utilizadas en los experimentos de oxidación, los 
e
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los rangos de oxidación estudiados depende de los métodos utilizados, que normalmente 
se limitan a evaluar compuestos que se encuentran mayoritariamente sólo en etapas 
inicial
 
es o están presentes sólo en fases avanzadas de oxidación. Por ello, es esencial 
aplicar una combinación de métodos que permita la evaluación objetiva y global de la 
oxidación de aceites microencapsulados. 
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2.- OBJETIVOS 
El objetivo global de esta Tesis consiste en profundizar en el estudio de la oxidación 
de aceites microencapsulados almacenados a temperatura ambiente. Con este fin, se han 
realizado estudios tanto en sistemas modelos de aceites microencapsulados preparados 
en el laboratorio y planta piloto, como en ingredientes o alimentos comercializados que los 
contienen. Debido a la complejidad de estos sistemas lipídicos discontinuos y a la gran 
cantidad de factores implicados en su oxidación, existe un conocimiento limitado sobre 
este tema, aun siendo de gran interés debido a la amplia utilización de los aceites 
microencapsulados como ingredientes o alimentos. 
Para la consecución de este trabajo se han abordado los siguientes objetivos 
parciales: 
- Estudio de la influencia del tipo de matriz encapsulante y de las condiciones de 
preparación (presión y número de pases en la elaboración de la emulsión y método de 
secado) en las propiedades fisicoquímicas de los aceites microencapsulados. 
- Selección de los métodos analíticos más adecuados para la evaluación de la oxidación 
en estos sistemas. 
- Estudio de la influencia de la matriz, el método de secado y la presión de 
homogeneización en el comportamiento oxidativo de aceites microencapsulados en 
sistemas modelo. 
- Estudio de la evolución de la oxidación en muestras representativas de aceites 
microencapsulados utilizados como alimentos (aceite rico en CLA y fórmulas infantiles).   
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1.- REACTIVOS 
• Agentes encapsulantes: 
- Caseinato sódico: Caseinato sódico procedente de leche bovina (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO., USA). 
- Lactosa: D-lactosa monohidratada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., USA). 
- Maltodextrina: Maltodextrina de almidón de maíz con un equivalente de dextrosa de 10 
(Fluka, Sigma-Aldrich Chemie Steinheim, Alemania). 
- Sacarosa: 99,5 % pureza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., USA). 
- Gelatina: Gelatina Tipo B de piel bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., USA). 
• Antioxidantes: 
Vitamina E (≥ 97% α-Tocoferol), α-Tocoferol (≥ 99% pureza), β-tocoferol (≥ 99% pureza) y 
γ-Tocoferol (≥ 99% pureza) procedentes de Sigma- Aldrich, St. Louis, MO., USA. 
• Disolventes: 
Todos los disolventes utilizados fueron de grado analítico, a excepción de los utilizados 
para los análisis cromatográficos (grado de HPLC). 
- n-Hexano, éter dietílico, éter de petróleo, hidróxido amónico (30%), etanol (96%), 
ácido acético glacial, triclorometano, ácido clorhídrico (37%) todos ellos suministrados 
por Panreac  (Barcelona, España). 
- Tetrahidrofurano (99,9% pureza) y n-hexano (95% pureza) grado HPLC fueron 
suministrados por Romil (Romil LTD, Cambrighe, UK) y 2-propanol para HPLC por 
Merck (Merck, Darmstadt). 
• Otros: 
- Tiosulfato sódico (0,05 M), yoduro potásico, yodato potásico, almidón soluble, hidróxido 
sódico (85%), gel de sílice 60 (Merck, Darmstadt, Alemania). 
- Yodo crudo, sulfato sódico anhidro (Panreac, Barcelona, España). 
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3.2.- MUESTRAS 
3.2.1.- Aceites 
• Aceite de girasol: Aceite de girasol comercial refinado, “Koipesol” sin aditivos. De 
acuerdo al fabricante, el aceite presentaba un valor de acidez máximo de 0,2º, con un 
contenido de α-Tocoferol de 720 mg/kg. 
• Aceite de cártamo: Aceite de cártamo refinado adquirido en Interfat SA (Barcelona, 
España), y cuya composición en ácidos grasos fue de 7,2 % C16:0, 2,6 % C18:0, 13,7 % 
C18:1 y 74,7 % C18:2. De acuerdo al fabricante, su índice de acidez máximo fue de 1º. 
• Aceite Tonalin® TG80: Suministrado por Cognis Nutrition and Health (Cincinnati, OH, 
USA), derivado del aceite de cártamo y con un contenido en triglicéridos de 
aproximadamente el 80% y con una composición en ácidos grasos de 74-84 % de 
isómeros de ácido linoleico conjugado, 10-20 % C18:1, un máximo de un 4% de C16:0, 
máximo de 4% de C18:0 y un máximo de 3% de ácido linoleico. De acuerdo al fabricante el 
aceite presentaba un contenido de 1000 mg/kg de mezcla de tocoferoles. 
3.2.2.- Aceites microencapsulados 
Se prepararon microencapsulados de aceite de girasol en el laboratorio mediante 
secado por liofilización y en planta piloto mediante atomización. 
Se han seleccionado como matrices encapsulantes mezclas de proteínas-hidratos 
de carbono frecuentemente utilizadas en la elaboración de ingredientes funcionales. 
3.2.2.1.- Matrices 
• Matriz láctea: 
Los aceites microencapsulados preparados con caseinato sódico y lactosa (matriz 
láctea) son representativos de ingredientes funcionales utilizados en productos lácteos y 
en fórmulas infantiles. 
Se prepararon a partir de emulsiones de aceite en agua, conteniendo los 
componentes de encapsulación -caseinato sódico y lactosa- disueltos en la fase acuosa. 
La relación porcentual en peso de los componentes fue de 10:10:10:70 para el aceite, 
caseinato sódico, lactosa y agua, respectivamente. 
En 490 g de agua desionizada se disolvieron 70 g de caseinato sódico a 55 ºC y con 
agitación durante 24 h. Tras enfriar la solución a temperatura ambiente, se disolvieron 70 g 
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de D-lactosa. Finalmente, se añadieron 70 g de aceite y se preparó una primera pre-
emulsión en un homogeneizador de palas Ultraturrax. 
• Matriz maltodextrina-sacarosa: 
Los aceites microencapsulados preparados con maltodextrina, sacarosa y gelatina 
son representativos de ingredientes funcionales utilizados en productos de panadería y 
zumos. 
Se preparó una disolución acuosa de gelatina al 6,29 % en peso, utilizada como 
emulsionante. Para ello, se disolvieron 25 g de gelatina en 372 g de agua desionizada a 
100 ºC con agitación. Posteriormente la solución se dejó enfriar a temperatura ambiente. 
Seguidamente en 349 g de agua desionizada se añadieron 150 g de la disolución de 
gelatina preparada previamente, 46,63 g de maltodextrina, 84 g de sacarosa y finalmente 
70 g de aceite. 
La relación porcentual de los componentes fue de 1:7:12:10:70 para gelatina, 
maltodextrina, sacarosa, aceite y agua, respectivamente. 
3.2.2.2.- Preparación de las emulsiones 
Para ambos tipos de matrices, la preparación de la pre-emulsión se llevó a cabo en 
un homogeneizador de palas Ultraturrax DI-25 basic (Ika, Alemania) aumentando 
progresivamente la velocidad de homogeneización bajo las siguientes condiciones: 8000 
rpm durante 2 min, 9500 rpm durante 2 min y 13500 rpm durante 1 min. La 
homogenización a altas presiones se realizó en un homogeneizador EmulsiFlex-C5 
(Avestin Inc., Canadá) aplicando presiones de homogeneización de 15 MPa (2143 psi) o 
70 MPa (10 000 psi) y uno o dos pases. 
3.2.2.3.- Secado 
El secado de las emulsiones se llevó a cabo por liofilización o atomización bajo las 
condiciones que se detallan a continuación. 
- Liofilización: Las emulsiones fueron congeladas en bolsas de hielo a -32 ºC durante 24 h 
y liofilizadas en un liofilizador de escala de laboratorio (FD3, Heto, Dinamarca). La 
liofilización tuvo lugar a -50 ºC y 10-2 mm Hg durante 48 h. 
- Atomización: Las muestras atomizadas fueron preparadas en un atomizador de escala de 
planta piloto (Anhydro, Dinamarca). El atomizador utilizado dispone de una bomba de 
alimentación de tipo peristáltica, con una capacidad 7 L/h, de una torre de secado, donde 
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la muestra es dispersada mediante un disco rotatorio, y de un ciclón separador. La 
emulsión en forma de gotas es dispersada en la cámara de secado desde la parte superior 
y aspirada desde la parte inferior mediante el ciclón separador, asistido con un ventilador. 
El flujo de la emulsión fue ajustado para operar a una temperatura de entrada en la cámara 
de 220 ºC y una temperatura de salida de 90 ºC. Debido a su elevada viscosidad, las 
emulsiones no pudieron ser bombeadas con la bomba peristáltica a la torre de secado. 
Para ello, fue necesario disminuir la viscosidad adicionando agua al 50% p/p sobre las 
emulsiones preparadas. 
3.2.2.4.- Molienda 
Para la obtención del producto final en polvo, las muestras liofilizadas fueron 
sometidas a un proceso de molienda. La molienda se realizó bajo condiciones controladas 
en un molinillo de cocina, utilizado normalmente para moler granos de café. La cantidad de 
muestra a moler (15-20 g) y el tiempo de molienda (10 s) fueron los mismos en cada 
operación. 
- Microencapsulados exentos de fracción de aceite libre. Para la eliminación de la 
fracción de aceite libre muestras de microencapsulados fueron sometidas a una extracción 
con hexano siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.3.3.1. Para ello, en cada 
operación de extracción se utilizó una cantidad de muestra de 100 g de 
microencapsulados y 200 mL de disolvente. 
3.2.3.- Aceite Tonalin® microencapsulado 
Suministrado por Central Lechera Asturiana (CAPSA) y obtenido mediante 
atomización de un producto lácteo comercial (Naturlínea) elaborado mediante 
homogeneización (2 pases a 20 MPa) de leche desnatada y aceite Tonalin® TG-80 (0,6 
%). De acuerdo con el fabricante, el producto en polvo contenía 10 % de lípidos (de los 
cuales el 6 % de Tonalin® TG-80), 36 % de proteínas y 54 % de hidratos de carbono. 
3.2.4.- Fórmulas infantiles comerciales 
Las fórmulas infantiles de inicio y continuación fueron proporcionadas por la 
empresa Hero (Hero España, S.A). De acuerdo con el fabricante, las fórmulas de inicio 
(Hero Baby Inicia) contenían 29 % de grasas, 53,8 % de hidratos de carbono y 10,8 % de 
proteínas. Los ingredientes fueron suero lácteo desmineralizado, aceites vegetales, leche 
descremada, lactosa, minerales, lecitina, aminoácidos (arginina, histidina y triptófano), 
vitaminas (C, E, niacina, ác. pantoténico, B1, B6, A, B2, ác. fólico, K, biotina, D3 y B12), 
colina taurina, inositol y carnitina. 
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Las fórmulas de continuación (Hero Baby Avanza) contenían 25 % de grasas, 56,3 
% de hidratos de carbono y 12 % de proteínas. Los ingredientes fueron maltodextrinas, 
leche descremada, aceites vegetales, suero lácteo desmineralizado, minerales, lactosa, 
lecitina, vitaminas (C, E, niacina, ác. pantoténico, B1, B6, A, B2, ác. fólico, K, biotina, D3 y 
B12), taurina, inositol, colina y carnitina. 
3.3.- CARACTERIZACIÓN DE ACEITES MICROENCAPSULADOS 
3.3.1.- Eficacia de encapsulación 
La eficacia de encapsulación (EE) viene determinada por la relación entre la 
cantidad de aceite encapsulado y la cantidad de aceite total. 
Cálculo de la eficacia de encapsulación: 
A partir de las determinaciones de extracción cuantitativa de las fracciones de aceite 
libre y de aceite total que se describen posteriormente se calculó la EE como: 
 
 100 
producto) g (g/100 total Aceite
producto) g (g/100 lsuperficia  Aceite- producto) g (g/100 total Aceite(%)  EE =
 
3.3.1.1.- Extracción de la fracción de aceite libre o no encapsulado 
La fracción de aceite libre o no encapsulado fue determinada cuantitativamente de 
acuerdo con el método de Sankarikutty y colaboradores (Sankarikutty et al., 1988). 
Consiste en una simple extracción con hexano a temperatura ambiente. 
Procedimiento analítico: 
A 10 g de microencapsulados se adicionan 100 mL de hexano y se agita durante 10 
min a temperatura ambiente con agitador magnético. Después de filtrar el extracto sobre 
papel de filtro, el disolvente se evapora en un rotavapor a 55 ºC y se seca el extracto con 
una corriente de nitrógeno hasta peso constante. 
3.3.1.2.- Extracción de la fracción total de aceite 
El procedimiento de extracción de la fracción total de aceite estuvo basado en el 
método de Rose-Gottlieb (Richardson, 1985), ampliamente aceptado para la determinación 
cuantitativa de grasa en muestras de leche y de leche en polvo. 
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Procedimiento analítico: 
Se adicionan 4 g de microencapsulados a 40 mL de agua desionizada calentada a 
65 ºC. Tras agitación, se añaden 8 mL de NH4OH al 30 % (p/p) y se agita en baño de agua 
a 65 ºC durante 15 minutos. Se deja enfriar el sistema hasta temperatura ambiente y se 
procede a la extracción. Se emplearon tres extracciones líquido-líquido con las siguientes 
mezclas de disolventes: 
1ª Extracción: 20 mL de etanol, 50 mL de éter dietílico y 50 mL de éter de petróleo. 
2ª Extracción: 10 mL de etanol, 25 mL de éter dietílico y 25 mL de éter de petróleo. 
3ª Extracción: 25 mL de éter dietílico y 25 mL de éter de petróleo. 
Después de filtrar los correspondientes extractos en papel de filtro conteniendo 
Na2SO4 anhidro, los disolventes son eliminados por evaporación en un rotavapor a 55 ºC. 
A continuación, la muestra se lleva a peso constante utilizando una corriente de nitrógeno. 
3.3.2.- Tamaño promedio de glóbulos de aceite y dispersión de tamaños 
Para la determinación del tamaño de glóbulos de aceite se utilizó un analizador de 
partículas de difracción láser Mastersizer X (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK) 
con una radiación proveniente de He-Ne 2 10-2 W (λ= 633 nm) y lentes de 45 mm (rango 
de tamaño 0,05 - 80 µm) o 100 mm (rango de tamaño 0,2 -180 µm). Para los cálculos se 
utilizó un índice de refracción relativa naceite/nagua = 1,095 y un valor de absorción de 0,1. 
Las medidas se realizaron sobre emulsiones reconstituidas en agua de los aceites 
microencapsulados, utilizando una relación sólidos:agua de 1:7 p/p. 
Los parámetros determinados fueron el tamaño promedio de gotas de aceite, d (v, 0,5), 
la dispersión de tamaños, d (v, 0,9) – d (v, 0,1), y el diámetro medio del momento superficial o 
diámetro de Sauter D [3,2]. 
• d (v, 0,5) (percentil 50): Diámetro asociado a la mediana de la distribución del volumen 
relativo de la fase dispersa por tamaños de gotas. 
• d (v, 0,9) (percentil 90): Diámetro equivalente por debajo del cual se encuentra el 90 % del 
volumen de la fase dispersa. 
• d (v, 0,1) (percentil 10): Diámetro equivalente por debajo del cual se encuentra el 10 % del 
volumen de la fase dispersa. 
• Diámetro medio del momento superficial o diámetro de “Sauter” (D[3,2]):  Es el 
diámetro de una gota con una relación entre su volumen y área superficial igual a la 
relación existente entre el volumen total de todas las gotas y la superficie total de las 
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mismas. Por tanto, se relaciona con la superficie específica de las gotas y es apropiado 
cuando se requiere representar una medida del área superficial. Este diámetro es el más 
utilizado para el análisis de datos de distribuciones de tamaños de glóbulos y partículas en 
emulsiones alimentarias.  
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ni : número de gotas con un diámetro di 
• Área de superficie específica (ASE): es la relación existente entre el área superficial de 
la fase dispersa y el volumen de la misma. 
ASE = 6/ D [3,2] 
A= 4πr2= πd2
V= 4/3 π r3 = πd3/6 
A/V= 6 d2/ d3= 6/ D [3,2]= 6/d 
Procedimiento analítico: 
Se resuspendieron 0,5 g de microencapsulado en 3,5 g de agua destilada. Se 
realizaron tres medidas que fueron repetidas a los 15 min para verificar la estabilidad de la 
emulsión y descartar fenómenos como la floculación. 
3.3.3.- Tamaño de partículas de polvo 
El tamaño de las partículas de microencapsulados fue determinado mediante 
granulometría en vía seca. La granulometría consiste en la separación de partículas 
mediante tamices de malla. 
Procedimiento analítico: 
Se utilizó una tamizadora automática AS-200 (RETSCH, Alemania) con 7 cribas con 
luz de malla de 800, 600, 315, 200, 160, 125 y 75 µm, respectivamente. La cantidad de 
muestra analizada fue de 20 g y las condiciones utilizadas consistieron en una amplitud de 
oscilación de 1,2 mm/”g” y un tiempo total de 8 min a intervalos de 10 s. La cantidad de 
muestra en cada criba se determinó por gravimetría. 
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3.3.4.- Actividad de agua 
La medida de la actividad de agua se realizó con un higrómetro portátil PawKit 
(DECAGON, USA), cuyo sistema de medida está basado en los cambios de la constante 
dieléctrica de un material polimérico poroso. El sensor está situado en el espacio de 
cabeza de una cámara sellada. Las propiedades eléctricas del polímero cambian en 
función de la humedad relativa de la cámara. En el equilibrio, la humedad relativa 
proporcionada por la muestra en el espacio de cabeza a una temperatura dada es igual a 
la actividad de agua de la muestra. Para las medidas se utilizó una cantidad de muestra en 
polvo de 2 g. 
3.3.5.- Temperatura de transición vítrea 
La temperatura de transición vítrea (Tg) se determinó mediante calorimetría 
diferencial de barrido (DSC) utilizando un calorímetro DSC Q 2000 (TA Instruments, New 
Castle, DE, USA). Para la calibración del flujo de calor y la temperatura se utilizó indio 
como estándar. La recta de calibrado fue verificada con zinc. 
Procedimiento analítico: 
Se analizaron muestras de 5-15 mg en cápsulas de aluminio herméticamente 
selladas, de 40 µL de volumen. Como referencia, se utilizó una cápsula de aluminio vacía. 
Las medidas se realizaron en un rango de temperaturas de 0 a 125 ºC con una velocidad 
de calentamiento de 10 ºC/min. Para verificar que el proceso endotérmico observado era el 
resultado de la transición vítrea las muestras fueron analizadas en sentido inverso, es 
decir, durante su enfriamiento. De esta forma se pudo comprobar la reversibilidad de la 
transición. Se tomaron como valores de Tg los proporcionados por el modo automático del 
programa Universal Analysis 2000, versión 4.3 A (TA Instruments, New Castle, DE, USA), 
que consiste en la temperatura a la cual se produce el punto de inflexión del cambio 
brusco en el flujo de calor. 
3.3.6.- Densidad a granel y compresibilidad de aceites microencapsulados 
Se realizaron medidas de volúmenes a partir de las cuales se obtuvieron dos tipos 
de densidad a granel (“bulk density”) de los aceites microencapsulados: la densidad 
aireada (A) y la densidad empacada (P) (Abdullah y Geldart, 1999). 
La densidad aireada se determina permitiendo que el polvo se asiente en un 
recipiente bajo la influencia de la gravedad, mientras que la densidad empacada se mide 
tras golpear el contenedor donde se encuentra el microencapsulado “aireado”. 
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A partir de los valores de A y P se calculó el contenido de aire intersticial, que es el 
aire que se encuentra entre las partículas (Westergaard, 1994; Vignolles et al., 2009a): 
Contenido de aire intersticial = (1 / A) – (1 / P)     (mm3 /g) 
Igualmente, con los valores de A y P se determinaron los valores de compresibilidad, 
que refleja la capacidad de un material en polvo para ser compactado en un volumen 
pequeño y depende principalmente del tamaño de los huecos entre partículas. Se calcula a 
partir de la siguiente expresión (Kagami et al., 2003): 
Compresibilidad (%)  = (P - A) x 100 / P 
Procedimiento analítico: 
- Densidad aireada (A): 
Se pesa una muestra de 25 g de microencapsulados, se introduce en una probeta 
de 100 mL (± 0,5 mL) y se mide el volumen que ocupa. 
- Densidad empacada (P): 
Una vez medida la densidad aireada, con ligeros golpes sobre la mesa para eliminar 
el aire entre las partículas se determina la densidad empacada. 
3.3.7.- Medidas de color 
Las medidas de color de las muestras de microencapsulados se realizaron con un 
colorímetro Konica Minolta CM-3500d que posee un rango de medida de 400-780 nm y 
proporciona el espacio de color L*a*b* (también llamado CIELAB), que es uno de los 
métodos más utilizados para medir el color en numerosos campos. En este espacio, L* 
indica luminosidad mientras que a* y b* son las coordenadas de cromaticidad. En este 
diagrama, a* y b* indican direcciones de colores: +a* es la dirección del rojo, -a* es la 
dirección del verde, +b* es la dirección del amarillo y -b* es la dirección del azul. D65 es un 
iluminante estandarizado que describe las condiciones medias de iluminación en un 
mediodía en Europa Occidental. 
Procedimiento analítico: 
La muestra se colocó sobre una placa Petri y se realizaron medidas en tres partes 
de la muestra para obtener un resultado homogéneo y más real. 
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3.3.8.- Solubilidad en agua de aceites microencapsulados  
El procedimiento utilizado para medir la solubilidad es un método sencillo propuesto 
por Jiménez y colaboradores (Jiménez et al., 2008). 
Procedimiento analítico: 
Se disuelven 2 g de microencapsulados en 50 mL de agua destilada a 26 ºC con 
agitación a 300 r.p.m y se mide el tiempo que tarda en disolverse. 
3.3.9.- Índice de estabilidad oxidativa en Rancimat 
El índice de estabilidad oxidativa se determinó en el aceite inicial y los aceites 
microencapsulados. Se utilizó un equipo Rancimat modelo 679 (Metrhom, Suiza) y se 
siguió el procedimiento propuesto por Velasco et al. (2000b). La medida está basada en la 
detección de conductividad eléctrica de ciertos productos volátiles de descomposición de 
las grasas, principalmente ácidos grasos cortos como el ácido fórmico. 
El equipo consta de una unidad de control, constituida por un procesador de datos 
y registrador, y una unidad de desarrollo, constituida por un bloque calefactor, que permite 
establecer temperaturas de oxidación comprendidas entre 50 y 200 ºC, y de celdas de 
conductividad; donde se realiza la medida. Las muestras son sometidas a alta 
temperatura, y elevada disponibilidad de oxígeno mediante una corriente de aire que pasa 
por la muestra recogiendo los compuestos volátiles originados y transportándolos hasta las 
celdas de medida, donde son disueltos en agua desionizada. 
Procedimiento analítico: 
Se dispone la muestra (5 g de aceite microencapsulado ó 2 g de aceite) en el tubo 
de reacción normalizado, perfectamente limpio y seco. Se adicionan 60 mL de agua 
desionizada al recipiente donde se introduce el electrodo y donde se recogen los 
componentes volátiles que se desprenden del tubo de reacción. La determinación se 
realizó a 100 ºC con un flujo de aire de 20 L/h. Cuando la temperatura del calefactor se 
estabiliza comienza la evaluación de la conductividad que se registra de forma continua 
frente al tiempo. El aparato tiene la capacidad de proporcionar tres modos de evaluación 
distintos que pueden ser seleccionados de forma conjunta o individualmente: 
Modo de evaluación 1: Determinación del periodo de inducción como tiempo necesario, 
expresado en horas, para alcanzar el punto de máxima curvatura en la curva de 
conductividad. Viene designado como el punto de intersección de las dos rectas tangentes 
a las ramas de la curva. 
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Modo de evaluación 2: Determinación del tiempo necesario para la detección de un cambio 
de conductividad preestablecido. 
Modo de evaluación 3: Determinación del cambio de conductividad durante un intervalo de 
tiempo preestablecido. 
3.3.10.- Composición en ácidos grasos 
La composición en ácidos grasos fue determinada, en el aceite inicial y en los 
aceites extraídos de microencapsulados iniciales, por cromatografía de gases mediante 
previa derivatización a ésteres metílicos de ácidos grasos de acuerdo a la normativa 
IUPAC (IUPAC 1992c, d). 
Se utilizó un cromatógrafo de gases HP-6890 (Hewlett Packard, Avondale, PA, USA) 
equipado con un inyector split/splitless, una columna capilar HP Innowax (polietilenglicol, 
30 m x 0,25 mm de diámetro interno y 0,25 µm de espesor de fase estacionaria) y un 
detector de ionización de llama. El programa de temperatura utilizado fue de 180 ºC (2 
min), 3 ºC/min a 230 ºC (20 min). La temperatura del inyector y del detector fue de 250 ºC 
y en el inyector se aplicó una relación de división de 1:40. Se utilizó H2 como gas portador 
y flujo constante a 1 mL/min. 
Procedimiento analítico: 
- En un tubo con tapa de 2 mL se pesan 50 mg de muestra de aceite y se disuelven en 1 
mL de n-hexano. 
- Se añade 0,1 mL de KOH en metanol 2 M y se agita en vortex durante 1 minuto, seguido 
de 5 minutos de reposo. A continuación, se añaden 0,13 g de Na2SO4 anhidro y se 
centrifuga (12000 r.p.m, 5 min, a 0ºC).  
- Se toman 2 µL de la fase de hexano y se inyectan en el cromatógrafo de gases. 
3.3.11.- Determinación de compuestos de oxidación e hidrólisis 
Los compuestos de oxidación e hidrólisis fueron cuantificados en el aceite inicial y en 
los aceites microencapsulados iniciales. Para ello se aplicó el método propuesto por 
Márquez-Ruiz et al. (1996a) para la evaluación de la oxidación en aceites y grasas 
vegetales. El método consiste en la obtención de la fracción más polar del aceite mediante 
separación en fase sólida en cartuchos de sílice y en su posterior separación en diferentes 
grupos de compuestos por pesos moleculares mediante cromatografía de exclusión 
molecular de alta eficacia (HPSEC) con índice de refracción. En orden de elución los 
grupos de compuestos separados son polímeros de triglicéridos, dímeros de triglicéridos y 
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triglicéridos monómeros oxidados, que constituyen los compuestos de oxidación, y 
diglicéridos, monoglicéridos y ácidos grasos libres, que forman los compuestos de 
hidrólisis. La cuantificación de los diferentes grupos de compuestos se realiza mediante el 
método del patrón interno usando monoestearina. 
Procedimiento analítico: 
a) Preparación de la disolución del patrón interno. Se prepara una disolución del patrón 
interno (5 mg/mL) disolviendo 500 mg de monoestearina en 100 mL de éter diisopropílico. 
b) Preparación de la muestra. Se pesan 50 mg de aceite en un vial y se disuelven en 2 
mL de hexano. 
c) Extracción en fase sólida (SPE). Se utilizan cartuchos Sep-pak de 1 g de sílice y el 
fraccionamiento se realiza con ayuda de vacío. Se acondicionan los cartuchos pasando 10 
mL de la fase móvil correspondiente a la primera elución (hexano:éter dietílico 90:10 v/v). 
Se transfiere la muestra disuelta en hexano al cartucho. La fracción no polar, 
principalmente triglicéridos no alterados, se eluye con 15 mL de hexano:éter dietílico 90:10 
v/v. La fracción no polar se recoge en un matraz de vidrio de 25 mL de forma cónica, 
provisto de cierre esmerilado. La segunda fracción, que contiene los compuestos polares, 
se eluye con 15 mL de éter dietíllico y se recoge en un matraz de vidrio de 25 mL de forma 
cónica, provisto de cierre esmerilado. Se evapora el disolvente de ambas fracciones en un 
rotavapor y la primera fracción, la no polar, se disuelve de nuevo con 2 mL de hexano. A la 
segunda fracción se le añaden 200 µL del patrón interno, para el inmediato análisis por 
cromatografía de exclusión. 
d) Cromatografía líquida de exclusión molecular de alta eficacia (HPSEC). Las fracciones 
polares se analizan utilizando las siguientes condiciones: 
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- Un inyector Rheodyne 7725i (Waters, Milford, MA, USA) con un volumen de muestra de 
10 µL. 
- Una bomba HPLC Knauer 1200 (Knauer, Berlín, Alemania). 
- Dos columnas de PLgel (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) rellenas de 
copolímeros de estireno y divinilbenceno (25 cm de longitud x 0.77 cm d.i. y partículas de 
5 µm), de 500 y 100 Å de tamaño de poro, conectadas en serie. Este sistema permite 
una separación teórica en el rango de pesos moleculares de 10 000 a 1 000 y de 5 000 a 
300, respectivamente. 
- Volumen de muestra inyectada: 20 µL 
- Fase móvil: Tetrahidrofurano 
- Flujo: 1,0 mL/min 
- Detector de índice de refracción Waters 2414 (Waters, Milford, MA, USA) 
- Integrador Turbochrom Workstation 6.1 (PerkinElmer, Boston, MA, USA) 
 
La cuantificación de los diferentes grupos de compuestos polares (x) se realizó 
mediante el método del patrón interno asumiendo el mismo factor de respuesta 
(Dobarganes et al., 1988), según la siguiente expresión: 
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donde Ax es el área del pico correspondiente, APIn y CPIn el área y la concentración del 
patrón en mg/mL y Cac la concentración de la muestra de aceite en mg/mL. 
e) Comprobación de la eficacia de la separación por cromatografía en capa fina. Para 
comprobar que la separación por SPE ha sido correcta, previamente al análisis por 
HPSEC, se utiliza la cromatografía en capa fina. En una placa de 10 cm de largo por 5 cm 
de ancho, cubierta con gel de sílice (Silica Gel 60) de 0,25 mm de espesor, se depositan 
varias gotas de ambas fracciones disueltas en hexano. La placa así preparada se 
desarrolla con hexano: éter dietílico: ácido acético 80:20:1 (v/v/v) y las bandas son 
visualizadas con vapores de yodo. 
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3.4.- ENSAYOS DE OXIDACIÓN DE ACEITES MICROENCAPSULADOS 
Para el estudio de la evolución de la oxidación de los aceites microencapsulados, se 
preparó un lote de cada una de las muestras con las diferentes condiciones de preparación 
comentadas anteriormente (apartado 3.2.2). Los ensayos de oxidación se han realizado en 
las siguientes condiciones: las muestras de aceite de girasol microencapsulado, de aceite 
de Tonalin® microencapsulado y las fórmulas infantiles fueron distribuidas en placas Petri 
(10 g por placa) e introducidas en tres desecadores con gel de sílice para su conservación 
en atmósfera de sequedad, es decir, a humedad relativa de 0,0 %. Los desecadores se 
colocaron en una estufa a 30 ºC y en ausencia de luz. Se almacenaron también muestras 
de fórmulas infantiles en su propio envase (latas) en una cámara termostatizada a 25 ºC 
hasta su fecha de caducidad. Las condiciones seleccionadas para los ensayos, a 
temperatura cercana a la ambiente y en sequedad, son similares a las condiciones de 
almacenamiento de alimentos e ingredientes constituidos por aceites microencapsulados, 
y por tanto proporcionan resultados sobre el desarrollo de la oxidación más fiables que los 
ensayos acelerados por elevada temperatura, luz o catalizadores. Con objeto de evitar 
cambios estructurales no deseados, la temperatura en los ensayos de almacenamiento fue 
inferior a los  valores de Tg obtenidos para los aceites microencapsulados. 
El muestreo se realizó por triplicado (una alícuota de cada desecador), y las 
muestras se conservaron a -32 ºC hasta su análisis. La extracción y posterior análisis de 
las muestras se realizaron previa mezcla homogénea de las tres alícuotas. En 
determinados casos se analizaron las alícuotas por separado. 
 
3.5.- METODOS DE EXTRACCIÓN DE ACEITES MICROENCAPSULADOS 
3.5.1.- Extracción de la fracción de aceite libre 
La extracción de la fracción de aceite libre o no encapsulado fue realizada como se 
detalla en el apartado 3.3.1.1. 
3.5.2.- Extracción de la fracción de aceite encapsulado 
La fracción encapsulada se obtuvo con ayuda de un mortero para romper la matriz y 
liberar el aceite encapsulado. El aceite liberado se recupera mediante extracción con 
hexano. 
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Procedimiento analítico: 
A 10 g de microencapsulados se le adicionan 3 mL de agua desionizada y se 
macera en un mortero para la obtención de una masa. Se adicionan 5 g de Na2SO4 
anhidro y se macera hasta la formación de una masa granular. A continuación se realizan 
tres extracciones con 70 mL de éter dietílico cada una. Después de filtrar los 
correspondientes extractos en papel de filtro conteniendo Na2SO4 anhidro, el disolvente es 
eliminado por evaporación en un rotavapor a 55 ºC. Finalmente, la muestra se lleva a peso 
constante utilizando una corriente de nitrógeno. 
3.5.3- Extracción de la fracción total de aceite 
La extracción de la fracción total de aceite fue realizada como se detalla en el 
apartado 3.3.1.2. 
3.6.- EVALUACIÓN DE LA OXIDACIÓN DE ACEITES MICROENCAPSULADOS 
DURANTE EL ALMACENAMIENTO 
3.6.1- Índice de peróxidos 
El índice de peróxidos se determinó mediante titulación iodométrica (AENOR, 1991). 
Se obtiene a partir del yodo liberado en la reacción de oxidación del yoduro potásico con 
los hidroperóxidos presentes en el aceite y se expresa como miliequivalentes (meq) de 
oxígeno activo contenidos en un kilogramo de materia grasa. 
Procedimiento analítico: 
En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, provisto de boca esmerilada y tapón de vidrio, 
se introduce la muestra de aceite que se desea ensayar. El peso de la muestra ensayada 
se selecciona según el índice de peróxidos aproximadamente esperado y que viene 
tabulado en la misma norma. 
Se adicionan 25 mL de una mezcla ácido acético:cloroformo (3:2 v/v), en la cual se 
disuelve rápidamente la grasa por agitación, y por último se añade 1 mL de solución 
acuosa saturada de yoduro potásico. 
Se cierra el matraz y se mantiene en agitación durante un minuto, conservándolo 
después en la oscuridad durante cinco minutos más, dejando así que la reacción 
transcurra y evitando la oxidación del ioduro por el oxígeno del aire, reacción catalizada 
por la luz, que podría introducir un error por exceso. Al cabo de este tiempo se detiene la 
reacción añadiendo 75 mL de agua destilada, se agita vigorosamente y se valora el yodo 
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liberado con una disolución de tiosulfato sódico previamente estandarizada, utilizando 
como indicador una disolución acuosa de almidón al 1% p/v. 
El índice de peróxidos se calcula mediante la siguiente expresión: 
 
 1000  
m
NVaceite) kg/ O (meq IP  2 =
 
donde: 
V= mL de tiosulfato consumidos en la valoración 
N= normalidad de la disolución de tiosulfato 
m= gramos de grasa tomados para la determinación 
3.6.2.- Determinación de polímeros 
El análisis de dímeros y polímeros de triglicéridos se realizó de acuerdo al método 
normalizado por la IUPAC (IUPAC, 1992a). 
Procedimiento analítico: 
Se prepara una disolución del aceite en tetrahidrofurano (THF) de concentración 100 
mg/mL y se analiza directamente mediante HPSEC con índice de refracción. Las 
condiciones cromatográficas aplicadas fueron las mismas que las utilizadas para el análisis 
de la fracción polar de aceites descritas en el apartado 3.3.11. 
El análisis de muestras de aceites por cromatografía HPSEC permite la separación 
de cuatro grupos de compuestos que eluyen en orden inverso a sus pesos moleculares. 
Estos picos están formados, respectivamente, por oligómeros o polímeros de triglicéridos 
(OTG), dímeros de triglicéridos (DTG), monómeros de triglicéridos (TG) y un último grupo 
constituido por los ácidos grasos libres y la fracción insaponificable. Los oligómeros y 
dímeros de triglicéridos constituyen los compuestos de polimerización y son cuantificados 
conjuntamente como se indica a continuación: 
 
100  
A
AAPol(%)
i
OTGDTG
∑
+=
 
 
donde: 
ADTG es el área de los dímeros, 
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AOTG, el área de los oligómeros, y  
∑ Ai la suma de las áreas de los cuatro picos 
De acuerdo a la norma, se considera el mismo factor de respuesta para todos los 
picos y, por tanto, los polímeros son expresados como porcentaje en peso. 
3.6.3.- Determinación de pérdida de sustrato 
La determinación de la pérdida de sustrato se realizó mediante la cuantificación de los 
esteres metílicos no oxidados mediante CG con ayuda de un patrón interno. El área de los 
picos de los isómeros del ácido linoleico conjugado (cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12) se 
calculó en mg/g. La fracción de ésteres metílicos oxidados se cuantifica por diferencia ya 
que éstos no eluyen, quedando retenidos en la columna (Waltking, 1973). 
Procedimiento analítico: 
Se pesan 50 mg de muestra y se disuelven en 1 mL de solución de nonadecanoato de 
metilo (20 mg/ mL en hexano). Se preparan los ésteres metílicos con el mismo 
procedimiento analítico y se analizan en las condiciones cromatográficas detalladas en el 
apartado 3.3.10. 
3.6.4.- Determinación de tocoferoles 
El análisis cuantitativo de tocoferoles se realizó mediante cromatografía líquida de 
alta eficacia (HPLC) de acuerdo con la normativa IUPAC de determinación de tocoferoles y 
tocotrienoles en aceites vegetales y grasas (IUPAC, 1992e). 
Los tocoferoles de la materia grasa, disuelta en un disolvente orgánico y sin 
tratamiento previo, son separados individualmente mediante cromatografía HPLC en 
columna de sílice. La cuantificación de los mismos se realiza mediante calibración externa, 
usando soluciones de patrones de concentración conocida. 
Procedimiento analítico: 
En un vial se pesan aproximadamente 50 mg de aceite, se añade 1 mL de n-hexano, 
se agita y se analiza directamente por HPLC. 
El análisis se llevó a cabo empleando un cromatógrafo provisto de un inyector 
Rheodyne 7725i (Waters, Milford, MA, USA), con un volumen de inyección de muestra de 
20 µL, una bomba HPLC Knauer 1200 (Knauer, Berlin, Alemania), una columna 
LiChrospher Si 60 (Agilent Technologies, Palo Alto, California) (25 x 0.4 cm d.i.), con 
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tamaño medio de partícula de 5 µm, y un detector de fluorescencia molecular Elite 
LaChrom L-2480 (Hitachi Hight Tech. Am., Schaumburg, Ilinois USA). Se utilizó como fase 
móvil una solución de hexano – isopropanol 99:1 (v/v) a un flujo de 1 mL/min. Las 
longitudes de onda para la excitación y emisión fueron 290 y 330 nm, respectivamente. 
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Resultados y Discusión 
4.1.- INFLUENCIA DEL TIPO DE MATRIZ Y DE LAS CONDICIONES DE 
PREPARACIÓN EN LAS PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS DE ACEITES 
MICROENCAPSULADOS 
En este apartado se analiza el efecto del tipo de matriz, de las condiciones de 
elaboración de la emulsión y del método de secado sobre las propiedades fisicoquímicas 
de aceites microencapsulados. Se ha utilizado aceite de girasol y dos matrices de 
encapsulación distintas; por un lado, una matriz formada por caseinato sódico y lactosa, a 
la que llamaremos matriz láctea, y, por otro, una matriz constituida por maltodextrina, 
sacarosa y gelatina, a la que nos referiremos como matriz de maltodextrina. Las variables 
estudiadas en la elaboración de la emulsión han sido la presión de homogeneización y el 
número de pases; y como métodos de secado se han utilizado liofilización y atomización. 
Entre las propiedades fisicoquímicas más apropiadas para la caracterización de aceites 
microencapsulados se han analizado la eficacia de encapsulación, el tamaño de gotas de 
aceite, el tamaño de partículas de polvo, la actividad de agua, la temperatura de transición 
vítrea, la densidad, la solubilidad y el color (Drusch et al., 2007; Jiménez et al., 2010). 
Con relación a las matrices, se han seleccionado dos matrices representativas de las 
más utilizadas en microencapsulación a partir de emulsiones naturales, como la leche, o 
formuladas. 
En cuanto a los componentes de la matriz láctea, la lactosa y las proteínas de la 
leche se utilizan extensivamente como componentes de aceites microencapsulados y 
constituyen la matriz de productos lácteos deshidratados, obtenidos a partir de la leche, 
como la leche en polvo, o de emulsiones formuladas, como las fórmulas infantiles (Kelly, 
2006). La lactosa es muy utilizada en atomización por su sabor y olor neutros, alta 
solubilidad y baja viscosidad, y se usa normalmente en combinación con proteínas de la 
leche. Aunque pueden utilizarse proteínas del suero de la leche, las caseínas y caseinatos 
presentan mayores ventajas debido a sus propiedades tensioactivas, que los convierten en 
agentes encapsulantes de alto poder emulsificante. Con diferencia, el caseinato sódico 
destaca como el más utilizado de la familia de caseínas y caseinatos por sus propiedades 
tensioactivas y mayor resistencia a la desnaturalización (Vega y Roos, 2006). 
La matriz de maltodextrina fue seleccionada por ser una matriz con elevada 
estabilidad estructural (Orlien et al., 2000) y por ser muy similar a la utilizada en 
numerosos ingredientes alimentarios (Drusch y Mannino, 2009). La sacarosa es sin duda 
el azúcar de uso más extendido en la industria alimentaria y es muy eficiente para 
encapsular volátiles. Sin embargo, no se utiliza sola, sino en combinación con lactosa o 
hidratos de carbono de elevado peso molecular como las maltodextrinas, el almidón o 
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diferentes tipos de almidón modificado. Las maltodextrinas, productos de hidrólisis del 
almidón con equivalente de dextrosa inferior o igual a 20, son muy utilizadas para 
microencapsulación a pesar de su pobre capacidad emulsificante, debido a su bajo coste, 
baja viscosidad a elevadas concentraciones y carácter insípido. Se utilizan frecuentemente 
en combinación con compuestos de menor peso molecular para favorecer la continuidad 
estructural durante la formación de la película encapsulante, mejorando con ello la eficacia 
de encapsulación de aceites. La estabilidad de emulsiones con componentes como las 
maltodextrinas y sacarosa requiere la incorporación de un emulsionante efectivo. De 
acuerdo con estudios realizados por otros autores, en esta Tesis se ha utilizado gelatina 
bovina, una proteína hidrosoluble derivada del colágeno, que ha sido empleada como 
emulsionante en diferentes formulaciones (Shahidi y Han 1993, Orlien et al., 2000). 
Los métodos de secado seleccionados -atomización y liofilización- son los más 
utilizados en la industria alimentaria (Matsuno y Adachi, 1993). La atomización es el 
proceso más económico y flexible, y consiste en la dispersión o nebulización de la 
emulsión en una cámara de secado, donde una corriente de aire caliente se encarga de 
evaporar el agua en un espacio de tiempo muy corto. La liofilización es el método de 
secado más apropiado para materiales sensibles al calor y también para aromas, ya que 
se lleva a cabo en las condiciones de sublimación del hielo (baja temperatura y presión 
reducida). Aunque el periodo de secado es largo (aproximadamente 20 h), el método es 
simple y suave. 
Con objeto de facilitar la discusión de los resultados, se presentan en primer lugar 
los resultados obtenidos en las muestras secadas por liofilización y, posteriormente, por 
atomización. 
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4.1.1.- Muestras liofilizadas 
La preparación de las muestras se encuentra detallada en el apartado 3.2.2 de esta 
Tesis (Materiales y métodos). Todas las muestras fueron elaboradas a partir de una 
emulsión de aceite en agua con un 30% p/p de solutos, donde el aceite y los componentes 
de la matriz constituyeron el 10 y 20 %, respectivamente. 
Se seleccionaron las presiones más extremas (15 y 70 MPa) que se pudieron 
conseguir con estabilidad en el homogeneizador de altas presiones disponible en el 
laboratorio, limitado con una presión de alimentación de sólo 450 kPa; y se aplicaron uno o 
dos pases. 
4.1.1.1.- Eficacia de encapsulación 
La Tabla 4.1 muestra los resultados de distribución lipídica obtenidos en los aceites 
microencapsulados. Incluye las cantidades obtenidas de aceite total extraído (apartado 
3.3.1.2), aceite libre (apartado 3.3.1.1), y los valores de eficacia de encapsulación 
calculados (apartado 3.3.1). 
Tabla 4.1- Distribución lipídica en los aceites microencapsulados. 
Muestra Aceite extraído  
Matriz Pases x Presión (MPa)
Total 
(g/100 g MP) 
Libre 
(g/100 g MP) 
 
EE 
(g/100 g AT) 
    
Láctea  1 x 15 29,46 ± 0,01 15,30 ± 0,62 d    48,1 ± 2,9 b
 2 x 15 29,09 ± 0,82 19,38 ± 0,51 e    33,4 ± 3,4 a
 1 x 70 30,95 ± 0,11 11,99 ± 0,18 c    61,2 ± 1,1 c
 2 x 70 30,00 ± 0,51  10,22 ± 0,03 b    65,9 ± 1,7 c
    
Maltodextrina 1 x 15 28,71 ± 0,63    9,84 ± 0,41 b    65,7 ± 3,8 c
 2 x 15 30,07 ± 0,01    9,80 ± 0,36 b    67,4 ± 2,8 c
 1 x 70 28,29 ± 0,07    6,48 ± 0,18 a    77,1 ± 2,3 d
 2 x 70 29,60 ± 0,36    5,98 ± 0,01 a    79,8 ± 1,2 d
EE: eficacia de encapsulación; MP: muestra en polvo; AT: aceite total extraído  
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05). 
Se realizó análisis de varianza de un factor para la cantidad total de aceite, cantidad 
de aceite libre y la eficacia de encapsulación (EE), considerando independientemente 3 
factores -tipo de matriz, presión de homogeneización o número de pases- y dos niveles. 
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Como era de esperar, ninguno de los 3 factores tuvo un efecto significativo sobre la 
cantidad total de aceite. Todas las muestras presentaron valores próximos al valor teórico 
(33,3 %), lo que indica una recuperación de aceite de aproximadamente el 100 %. 
En cuanto al análisis estadístico de los valores de la cantidad de aceite libre y de la 
EE (Tabla 4.2), los resultados mostraron efecto significativo para el tipo de matriz y la 
presión de homogeneización, mientras que no se encontró un efecto significativo para el 
número de pases. Los valores de EE fueron más elevados para la matriz de maltodextrina 
y para la mayor presión de homogeneización aplicada. 
Tabla 4.2- Análisis de varianza de un factor para los valores de la eficacia de encapsulación. 
Factor  
Fuente de 
variación 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Medias 
cuadráticas 
F p 
Matriz Inter-grupos 2486,770 1 2486,770 22,159 0,000 
 Intra-grupos 2468,939 22 112,225   
 Total 4955,710 23    
Presión Inter-grupos 1807,870 1 1807,870 12,635 0,002 
 Intra-grupos 3147,839 22 143,084   
 Total 4955,710 23    
Pases Inter-grupos 12,184 1 12,184 0,054 0,818 
 Intra-grupos 4943,526 22 224,706  
 Total 4955,710 23   
F: Función estadística de Snedecor 
p: Probabilidad 
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Por otra parte, en ensayos preliminares donde se prepararon muestras únicamente 
con homogeneizador de palas Ultraturrax, sin la posterior homogeneización a alta presión, 
los valores de EE fueron muy bajos para las muestras de matriz láctea (19,8 ± 4,2) y 
también para las de maltodextrina (14,7 ± 5,2). 
Considerando como único factor las combinaciones tipo de matriz, presión de 
homogeneización y número de pases, el análisis de varianza de los valores de EE mostró 
que dicho factor tuvo un efecto significativo. Aplicando el test de Tukey se obtuvo una 
diferenciación significativa entre las medias obtenidas por los diferentes tratamientos 
(Tabla 4.1). Como se puede observar, para una misma matriz y un mismo valor de presión 
de homogeneización, no se encontraron en general diferencias significativas entre 
muestras con diferentes pases. Por otro lado, el análisis estadístico mostró una clara 
diferenciación entre las muestras de matriz láctea y de maltodextrina, y entre muestras 
elaboradas con diferentes presiones de homogeneización. 
 67
Resultados y Discusión 
4.1.1.2.- Tamaño promedio de glóbulos de aceite y dispersión de tamaños 
La medida de tamaños de glóbulos de aceite en los microencapsulados se realizó en 
la emulsión reconstituida en agua, como se indica en el apartado 3.3.2. En primer lugar, se 
utilizó una lente de 100 mm que permite medir en un rango de tamaños medios (0,2 - 180 
µm). Se observó que las muestras de la matriz de maltodextrina presentaron una 
distribución de tamaños de gotas en un rango superior a las muestras de matriz láctea, 
que presentaron un máximo de frecuencias muy próximo al límite inferior de tamaños y 
una importante fracción de gotas con tamaños inferiores al rango de medida (Figura 4.1). 
En consecuencia, se planteó la necesidad de cambiar a una lente donde se pudieran medir 
tamaños menores, más apropiados para las muestras de matriz láctea, y se repitieron las 
medidas con una lente de 45 mm (0,05 - 80 µm) (Figura 4.2). 
A diferencia de las muestras de matriz láctea, las muestras con matriz de 
maltodextrina presentaron una distribución de frecuencias bimodal. En diferentes estudios 
se ha observado que emulsiones reconstituidas en agua a partir de microencapsulados 
atomizados que contienen carbohidratos de bajo DE muestran distribuciones de tamaños 
bimodales. Algunos autores atribuyen la distribución bimodal observada en muestras 
atomizadas a gotas de aceite de mayor tamaño debido a la baja capacidad emulsionante 
de las maltodextrinas, o a gotas formadas por coalescencia durante el proceso de secado 
(Vega y Roos, 2006). Hansen y Flink (1977) observaron una distribución bimodal en 
muestras obtenidas por liofilización de ácido linoleico microencapsulado en una matriz de 
maltodextrina. Se obtuvieron diámetros promedios de gotas de aproximadamente 10 µm y, 
tras la reconstitución de la emulsión, se observaron dos rangos de tamaños muy 
diferentes; por un lado, gotas de 1-2 µm y, por otro, de aproximadamente 35 µm (Hansen y 
Flink, 1977). Otros autores han encontrado en emulsiones reconstituidas máximos de 
frecuencias en el rango de tamaños de las partículas de polvo cuando aumentaron el 
contenido de grasa total sobre materia seca del 20 al 75 %. Por tanto, resultó evidente que 
las partículas de mayor tamaño correspondían a partículas de polvo sin disolver. Este 
hecho fue atribuido a un elevado contenido de grasa libre en la superficie de las partículas, 
que dificulta el contacto entre la matriz y el agua (McNamee et al., 1998). 
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Figura 4.1- Distribución de tamaños de glóbulos de aceite en emulsiones reconstituidas en
agua a partir del producto en polvo, medidas con la lente de 100 mm en un rango de 0,2 a 180
µm. 
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Figura 4.2- Distribución de tamaños de glóbulos en emulsiones reconstituidas en agua a partir 
del producto en polvo, medidas con la lente de 45 mm en un rango de 0,05 a 80 µm. 
 70
Resultados y Discusión 
En esta Tesis, las muestras de matriz de maltodextrina sometidas a menor presión 
de homogeneización presentaron incluso un tercer máximo de frecuencias en la zona de 
tamaños más elevados. Este máximo podría estar relacionado con partículas de polvo sin 
disolver, sin embargo, se hicieron pruebas adicionales prolongando el tiempo de 
redispersión y aplicando ultrasonidos en el baño del analizador de partículas y no se 
obtuvieron cambios significativos. Además, ese máximo desapareció en las muestras 
sometidas a mayor presión de homogeneización y, por tanto, se debe descartar la 
hipótesis de que la matriz no estuviera completamente disuelta. 
En la Tabla 4.3 se recogen los valores obtenidos con la lente de 45 mm. Se han 
incluido las determinaciones del diámetro promedio de gotas de aceite (d (v, 0,5)), rango de 
diámetros de gotas (d (v, 0,9) – d (v, 0,1)), el diámetro de Sauter (D [3,2]), que es inversamente 
proporcional a la superficie específica de las gotas, y el área de superficie específica 
(ASE), obtenida a partir del diámetro de Sauter (ASE = 6 / D[3,2]). 
Tabla 4.3- Tamaños de gotas de aceite obtenidos en el rango 0,05 – 80 µm (lente 45 mm) en 
emulsiones reconstituidas en agua a partir del producto en polvo. 
Matriz Pases x Presión (MPa)
d (v, 0,5) 
(µm) 
d (v, 0,9) - d (v, 0,1) 
(µm) 
D [3,2] 
(µm) 
ASE 
(µm-1) 
      
Láctea 1 x 15 1,29 ± 0,15 b 5,54 ± 0,04 c 0,90 ± 0,03 b 6,67 ± 0,22 d
 2 x 15 1,18 ± 0,20 b 3,35 ± 0,03 b 0,86 ± 0,03 b 6,98 ± 0,24 d
 1 x 70 0,85 ± 0,02 a 3,47 ± 0,06 b 0,55 ± 0,04 a 10,95 ± 0,80 e
 2 x 70 0,60 ± 0,05 a 1,56 ± 0,01 a 0,50 ± 0,05 a 12,08 ± 1,21 e
      
Maltodextrina 1 x 15 4,23 ± 0,01 e 19,41 ± 0,26 f 1,85 ± 0,01 d 3,24 ± 0,02 b
 2 x 15 2,81 ± 0,02 c 12,42 ± 0,56 e 1,52 ± 0,01 c 3,95 ± 0,03 c
 1 x 70 3,77 ± 0,04 d 20,50 ± 0,82 f 1,48 ± 0,02 c 4,05 ± 0,05 c
 2 x 70 5,12 ± 0,02 f 11,25 ± 0,45 d 2,06 ± 0,01 e 2,91 ± 0,01 a
   
d v,0,5 : diámetro promedio de gotas de aceite. 
d (v,0,9) - d (v,0,1) : rango de diámetros de gotas. 
D [3,2]: diámetro de Sauter. 
ASE: área de superficie específica. 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05). 
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Considerando como único factor el tipo de matriz, el análisis de varianza de los 
valores del diámetro promedio de gotas de aceite, rango de diámetros de gotas y diámetro 
de Sauter mostró diferencias muy significativas (p < 0,001) para las tres variables. Las 
muestras de matriz láctea mostraron valores significativamente inferiores de los tres 
parámetros medidos. Por tanto, las emulsiones de las muestras lácteas estuvieron 
constituidas por gotas más pequeñas y con tamaños en un rango más estrecho que las 
muestras de matriz de maltodextrina. En consecuencia, para las mismas condiciones de 
homogeneización, el área de superficie específica fue del orden del doble o cuatro veces 
superior en las muestras de matriz láctea. En general, las muestras de matriz de 
maltodextrina presentaron gotas en un amplio rango de tamaños y, por tanto, mostraron 
una mayor polidispersión. 
Asimismo, se realizó análisis de varianza de un factor de los valores de los tres 
parámetros medidos en ambos tipos de muestra por separado, láctea y de maltodextrina, 
considerando independientemente dos factores –presión de homogeneización o número 
de pases-. Los resultados del análisis estadístico se encuentran recogidos en la Tabla 4.4. 
Tabla 4.4- Valores de probabilidad obtenidos en el análisis de varianza de un factor. 
Matriz  Factor d (v, 0,5) d (v, 0,9) – d (v, 0,1) D [3,2] 
   
Láctea Presión 0,000 0,014 0,000 
 Pases 0,336 0,007 0,701 
     
Maltodextrina Presión 0,061 0,989 0,587 
 Pases 0,948 0,000 0,418 
Como se puede observar, la presión de homogeneización ejerció en los tres 
parámetros estudiados un efecto significativo en las muestras de matriz láctea, mientras 
que no se encontró efecto significativo en las emulsiones preparadas a partir de las 
muestras de maltodextrina. Por tanto, al aumentar la presión de homogeneización en las 
muestras lácteas disminuyeron los valores del diámetro promedio de gotas, de la 
dispersión de tamaños y del diámetro de Sauter. Por otra parte, el número de pases sólo 
tuvo un efecto significativo sobre la dispersión de tamaños (d (v, 0,9) - d (v, 0,1)) en ambos 
tipos de muestra, produciéndose una disminución significativa al pasar de 1 a 2 pases. Por 
consiguiente, el número de pases dio lugar a una disminución de las gotas de mayor 
tamaño. 
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Los únicos resultados previos encontrados en microencapsulados con matriz láctea 
obtenidos por liofilización muestran igualmente que el tamaño promedio de gotas y la 
dispersión de tamaños disminuyeron al aplicar 3 x 40 MPa frente a 1 x 10 MPa 
(Heinzelmann et al., 2000). Los resultados obtenidos en muestras de similar matriz láctea 
obtenidas por atomización han mostrado igualmente que al aumentar la presión de 
homogeneización disminuyó el diámetro promedio de gotas y al aumentar el número de 
pases disminuyó el rango de diámetros (Fäldt y Bergenstahl, 1996; Keogh et al., 2001). 
Por otra parte, no se han encontrado referencias de estudios donde se evalúe el efecto de 
las condiciones de homogeneización en el tamaño de gotas en emulsiones preparadas a 
partir de microencapsulados con matriz de maltodextrina. 
Los resultados obtenidos en este estudio ponen claramente de manifiesto la mayor 
capacidad emulsificante del caseinato sódico en las muestras de matriz láctea, frente a la 
gelatina en las muestras de matriz de maltodextrina. Los resultados hallados en 
emulsiones preparadas a partir de las muestras de maltodextrina sugieren que el 
emulsionante no fue capaz de estabilizar con eficacia las gotas de aceite, ya que no se 
encontró un efecto significativo cuando se aumentó la presión de homogeneización. Este 
hecho podría estar relacionado no sólo con la menor capacidad emulsificante de la 
gelatina frente al caseinato sódico, sino también con la baja proporción de gelatina en la 
formulación frente al elevado contenido de caseinato sódico en las muestras de matriz 
láctea. 
El tamaño de gotas de aceite está relacionado con la eficacia de encapsulación 
porque teóricamente un aumento en el área superficial de las gotas implica un mayor 
contacto y, por tanto, recubrimiento por la matriz por unidad de volumen de aceite. En 
diferentes estudios se ha observado una disminución en el tamaño de gotas y, a su vez, un 
aumento en la EE con la presión de homogeneización (Keogh et al., 2001; Rusli et al., 
2006), mientras que en otros se han obtenido resultados variables (Heinzelmann et al., 
2000; Vignolles et al., 2007). 
En este trabajo, las muestras con matriz láctea presentaron valores de EE inferiores 
a los encontrados en las muestras de matriz de maltodextrina. Sin embargo, las primeras 
estuvieron constituidas por gotas de menor tamaño y concentradas en un rango de 
tamaños más estrecho que proporcionaron valores de ASE de aproximadamente el doble 
o cuatro veces superiores a los hallados en las muestras de maltodextrina. 
Estudios realizados por Buma en los años 70 (1971a, b) y posteriormente por 
Drusch y colaboradores (Drusch et al., 2008) han mostrado que la fracción de aceite libre 
está formada por aceite en la superficie de la partícula, por gotas localizadas en las capas 
más externas de la matriz de encapsulación, por gotas de aceite próximas a poros que son 
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extraídas por capilaridad y, finalmente, por gotas accesibles al disolvente a través de los 
huecos o poros dejados por el aceite ya extraído. En consecuencia, la cantidad de aceite 
libre extraído y, a su vez, el valor de EE no sólo depende del aceite superficial, sino 
también de la porosidad y/o de la permeabilidad al disolvente de la matriz de 
encapsulación (Buma, 1971a). Algunos autores han sugerido que la polaridad de la matriz 
puede estar implicada en la cantidad de aceite libre. Matrices más hidrofílicas, constituidas 
por una mayor proporción de azúcares en muestras conteniendo proteínas lácteas, limitan 
la accesibilidad del disolvente de extracción (Young et al., 1993a, b; Hogan et al., 2001). 
En este estudio se ha observado que los valores de ASE fueron consistentes con los 
valores de EE en las muestras lácteas, ya que el aumento en la presión de 
homogeneización aumentó significativamente ambas variables. Sin embargo, en las 
muestras de matriz de maltodextrina no se encontró un efecto significativo de la presión en 
el valor del diámetro de Sauter, y a su vez en el valor de ASE, mientras que sí hubo un 
aumento significativo de la EE con el aumento de presión. Por tanto, los resultados indican 
claramente que los valores de EE dependieron en mayor proporción de otras propiedades 
fisicoquímicas de la matriz de encapsulación, como por ejemplo, la porosidad o la 
permeabilidad al disolvente de extracción, que del tamaño de gotas de aceite. La mayor 
EE encontrada en la matriz de maltodextrina podría también estar relacionada con su 
mayor carácter hidrofílico, como se ha sugerido con otras matrices en otros estudios 
(Young et al., 1993a, b; Hogan et al., 2001). La matriz de maltodextrina estuvo constituida 
por un 95 % (p/p) de maltodextrina y sacarosa; mientras que el contenido de azúcares 
(lactosa) en la matriz láctea fue del 50 % p/p, estando constituido el 50 % restante por 
caseinato sódico, que proporciona un mayor carácter hidrofóbico (Hogan et al., 2001). 
4.1.1.3.- Tamaños de partículas de polvo 
El tamaño de partículas de todas las muestras fue evaluado mediante granulometría 
(apartado 3.3.3), utilizando una tamizadora automática. Como era de esperar, la 
distribución de tamaños obtenida fue similar en todas las muestras, ya que, tras 
liofilización, las muestras fueron sometidas a molienda aplicando las mismas condiciones. 
En todas las muestras, la mayor parte de las partículas (68,5-74,3%) se encontró en el 
rango comprendido entre 200 y 315 µm, mientras que el 8,1-9,7% de las partículas 
mostraron tamaños superiores a 315 µm, y el 17,6-22,3% tamaños inferiores a 200 µm. 
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4.1.1.4.- Actividad de agua 
La humedad es un factor esencial en los productos en polvo, como los aceites 
microencapsulados y, especialmente, en relación con su estabilidad estructural durante su 
almacenamiento. 
La Tabla 4.5 recoge los resultados obtenidos de la medida de actividad de agua (aw) 
en los microencapsulados. No se encontraron efectos significativos del tipo de matriz (p = 
0,597), presión de homogeneización (p = 0,597) o número de pases (p = 0,056) sobre los 
valores de aw. Todas las muestras mostraron valores muy bajos, comprendidos entre 0,03 
y 0,08. 
Tabla 4.5- Actividad de agua de los aceites microencapsulados. 
Matriz Pases x Presión (MPa) T (ºC) aw  
Láctea 1 x 15 21,6 0,04 ± 0,003 
 2 x 15 21,6 0,04 ± 0,000 
 1 x 70 21,7 0,06 ± 0,003 
 2 x 70 21,9 0,06 ± 0,003 
    
Maltodextrina 1 x 15 22,6 0,08 ± 0,010 
 2 x 15 22,9 0,04 ± 0,006 
 1 x 70 23,0 0,04 ± 0,003 
 2 x 70 22,9 0,03 ± 0,007 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
4.1.1.5.- Temperatura de transición vítrea 
Se ha determinado la temperatura de transición vítrea (Tg) mediante el método más 
utilizado, la calorimetría diferencial de barrido (“Differential Scanning Calorimetry”, DSC), 
cuya ventaja principal frente a otros métodos es su capacidad de medir prácticamente 
todos los tipos de transición de estados con un buen control de la velocidad de 
calentamiento y de la temperatura de la muestra. 
Tal y como se ha comentado en el apartado 1.1.3.4, la Tg determina a qué 
temperatura ocurre el cambio del estado vítreo (“glassy”) al gomoso (“rubbery”) en sólidos 
amorfos. El estado gomoso facilita la reacción con el oxígeno, mientras que el estado 
vítreo forma una estructura con mayor capacidad aislante y encapsulante porque hay 
menos espacio libre, estando ocupado éste por las cadenas de las macromoléculas de 
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polímeros. Por encima de la Tg se incrementa la entropía y la capacidad calorífica y se 
produce una disminución de la rigidez y la viscosidad del sistema. De acuerdo con la teoría 
de la transición vítrea, para aumentar la estabilidad oxidativa, las formulaciones deben ser 
diseñadas para obtener matrices con elevada Tg, que permita al sistema permanecer en el 
estado vítreo de máxima estabilidad estructural (Orlien et al., 2000). En los ensayos de 
almacenamiento es esencial que la temperatura no supere a la Tg, ya que en el estado 
gomoso la movilidad del sistema es tan elevada que se producirían cambios estructurales 
no deseados, como la aglomeración de partículas, cristalización de azúcares, cambios en 
la distribución del aceite en las partículas, etc (Vega y Roos, 2006). 
Las Figuras 4.3 y 4.4 recogen todas las curvas DSC obtenidas para las muestras de 
microencapsulados con matriz láctea y de maltodextrina, respectivamente. Al comparar las 
curvas obtenidas con distinta matriz se observan claramente diferencias de cambios de 
flujo, mucho más pronunciadas para la matriz de maltodextrina. 
Las muestras con matriz de maltodextrina presentaron claramente una transición 
vítrea, en cambio las muestras de matriz láctea mostraron sólo ligeros cambios de flujo. No 
obstante, se comprobó que dichos cambios correspondieron a una transición vítrea, ya que 
el proceso resultó ser reversible (figuras no mostradas). Como puede observarse, el 
cambio de flujo de calor se produjo a una temperatura superior en las muestras lácteas. 
La Tabla 4.6 recoge los valores de la temperatura de transición vítrea para todas las 
muestras de microencapsulados. El análisis de varianza de un factor mostró un efecto muy 
significativo (p < 0,001) del tipo de matriz sobre los valores de Tg, mientras que no se 
encontró efecto significativo de la presión de homogeneización (p = 0,564), ni del número 
de pases (p = 0,872). Los valores de Tg fueron significativamente inferiores en las 
muestras de matriz de maltodextrina (41-42 ºC) frente a las muestras de matriz láctea (56-
62 ºC). 
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Figura 4.3- Curvas DSC encontradas en muestras de matriz láctea. 
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Figura 4.4- Curvas DSC encontradas en muestras de matriz de maltodextrina. 
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Tabla 4.6- Medidas de la temperatura de transición vítrea de los aceites microencapsulados. 
Matriz Pases x Presión (MPa) Tg (ºC) 
Láctea 1 x 15 55,8 ± 0,6 a 
 2 x 15 56,9 ± 0,1 a 
 1 x 70 61,5 ± 0,3 a 
 2 x 70 61,9 ± 0,5 a 
   
Maltodextrina 1 x 15 40,6 ± 0,5 b 
 2 x 15 41,1 ± 0,6 b 
 1 x 70 40,7 ± 0,4 b 
 2 x 70 41,8 ± 0,1 b 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Diferentes letras en cada columna indican diferencias muy significativas (p < 0,001). 
La Tg de la lactosa amorfa pura es de 101 ºC, uno de los valores más altos entre 
disacáridos anhidros. Se ha observado que la Tg de muestras de leche en polvo, 
obtenidas por atomización, depende de la Tg del hidrato de carbono mayoritario. Así, las 
transiciones vítreas observadas en muestras de leche en polvo, que contienen lactosa 
como principal azúcar, presentan Tg similares y muy cercanas a la de la lactosa pura 
(Thomas et al., 2004). Sin embargo, si la lactosa es hidrolizada, la contribución de la 
galactosa y glucosa resultantes, con menores Tg, disminuye drásticamente la Tg de la 
leche en polvo. En el caso de muestras liofilizadas, no existen referencias en 
microencapsulados con composición similar a la utilizada en esta Tesis. En general, la 
actividad de agua ejerce una enorme influencia sobre Tg, disminuyendo esta última 
considerablemente con el contenido de humedad (Roos y Karel, 1991; Labrousse et al., 
1992; Grattard et al., 2002). Como las muestras de microencapsulados preparadas en este 
estudio mostraron valores muy bajos y similares (Tabla 4.5), las diferencias de Tg 
observadas entre las muestras de matriz láctea y de maltodextrina no están relacionadas 
con diferencias de aw. 
Los menores valores de Tg encontrados para las muestras de maltodextrina (entre 
15-20 ºC de diferencia) indican que la matriz láctea es más estable desde el punto de vista 
estructural. La Tg de las maltodextrinas depende de su equivalente de dextrosa (DE) y se 
ha estimado que para maltodextrinas con DE de 10 liofilizadas, como la utilizada en esta 
Tesis, su valor se encuentra entre 160 y 103 ºC para valores de actividad de agua 
comprendidos entre 0 y 0,1 (Roos y Karel, 1991). En muestras liofilizadas de mezclas de 
maltodextrinas con sacarosa, Roos y Karel (1991) observaron una reducción significativa 
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de Tg cuando aumentaron la proporción de sacarosa, cuyo Tg es de 57 ºC. Para la mezcla 
de composición similar a la preparada en esta Tesis (aproximadamente sacarosa-
maltodextrina 2:1) la Tg obtenida fue cercana a 65 ºC. Sin embargo, es de esperar que los 
componentes adicionales, aceite y gelatina, en los microencapsulados preparados en el 
presente trabajo hayan contribuido a los menores valores de Tg obtenidos, 
aproximadamente de 41 ºC. En un trabajo previo sobre microencapsulados preparados de 
forma similar, concretamente, con 45 % de sacarosa, 25 % maltodextrina, 5 % gelatina y 
25 % de aceite, Orlien y colaboradores obtuvieron valores de Tg del mismo orden (49 ºC) 
(Orlien et al., 2000). 
4.1.1.6.- Densidad a granel (“bulk density”) 
Se realizaron medidas de volúmenes, como se indica en el apartado 3.3.6, a partir 
de las cuales se obtuvieron la densidad aireada (A) y la densidad empacada (P). La 
densidad aireada se determina permitiendo que el polvo se asiente en un recipiente bajo la 
influencia de la gravedad. Un polvo con fuerzas estructurales fuertes resiste el colapso 
cuando es dispersado en un contenedor, dando lugar a una densidad aireada baja. Sin 
embargo, un producto en polvo estructuralmente débil colapsa fácilmente y proporciona 
valores de densidad más elevados. 
La densidad empacada se mide tras golpear el contenedor donde se encuentra el 
microencapsulado “aireado”. La estructura de un polvo con fuerte cohesión entre las 
partículas colapsa significativamente con los golpes, mientras que un microencapsulado 
con cohesión débil experimenta sólo un pequeño incremento hasta su consolidación. Las 
partículas de polvo son forzadas a saltar y a perder el contacto entre ellas con el 
movimiento; por tanto, cuando se reduce la fricción entre las partículas, se mejoran las 
condiciones de empaquetado. La diferencia entre la densidad aireada y empacada de los 
microencapsulados implica una alta tendencia hacia la fractura. La naturaleza quebradiza 
de la estructura puede tener influencia en las propiedades reológicas del producto en 
polvo. 
Además, se calculó el contenido de aire intersticial, que es el aire que se encuentra 
entre las partículas (Westergaard, 1994; Vignolles et al., 2009a): 
Contenido de aire intersticial = (1 / A) – (1 / P)     (mm3 /g) 
Los valores de la compresibilidad están estrechamente relacionados con los del 
volumen de aire intersticial y se calculan a partir de los valores de A y P. La 
compresibilidad refleja la capacidad de un material en polvo para ser compactado en un 
volumen pequeño y depende principalmente del tamaño de los huecos entre partículas. Se 
calcula a partir de la siguiente expresión (Kagami et al., 2003): 
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Compresibilidad (%)  = (P - A) x 100 / P 
En la Tabla 4.7 se recogen los valores de densidad y de contenido de aire intersticial 
obtenidos en las diferentes muestras de microencapsulados. 
Tabla 4.7- Valores de densidad de los aceites microencapsulados y contenido de aire 
intersticial. 
Muestra 
m 
(g) 
v A 
(mL) 
v P 
(mL) 
A 
(kg/m3) 
P 
(kg/m3) 
Aire 
Intersticial 
(mm3/g) 
Compresibilidad
(%) 
    
Láctea 1 x 15 25,1 ± 0,03 66 ± 0,9 43 ± 0,3 378 ± 5,4 a 587 ± 5,1 ab 945 ± 27,5 cd 36 ± 1,0 
Láctea 2 x 15 25,1 ± 0,03 64 ± 0,6 44 ± 0,3 392 ± 3,6 b 575 ± 4,5 a 810 ± 13,2 a 32 ± 1,1 
Láctea 1 x 70 25,0 ± 0,01 63 ± 0,6 41 ± 0,3 397 ± 3,7 b 616 ± 5,0 cd 892 ± 35,4 bc 36 ± 2,6 
Láctea 2 x 70 25,1 ± 0,03 60 ± 0,9 39 ± 0,6 421 ± 5,8 c 644 ± 8,8 ef 823 ± 12,5 ab 34 ± 0,0 
        
MD 1 x 15 25,1 ± 0,01 63 ± 0,6 40 ± 0,3 399 ± 3,7 b 634 ± 5,6 de 928 ± 26,5 c 38 ± 0,4 
MD 2 x 15 25,3 ± 0,21 68 ± 0,3 42 ± 0,3 374 ± 2,9 a 597 ± 8,0 bc 1002 ± 24,5 d 37 ± 1,8 
MD 1 x 70 25,0 ± 0,01 58 ± 0,3 38 ± 0,6 429 ± 2,4 c 659 ± 9,9 f 812 ± 26,8 a 34 ± 2,4 
MD 2 x 70 25,0 ± 0,01 58 ± 0,3 38 ± 0,3 429 ± 2,4 c 653 ± 5,6 ef 799 ± 23,0 a 34 ± 3,6 
    
v A: volumen aireado; v P: volumen empaquetado; A: densidad aireada; P: densidad empacada. 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05). 
Los resultados obtenidos de densidad aireada se encuentran en el rango de 
alimentos en polvo como la leche o fórmulas infantiles, con valores del orden de 400 kg/m3 
para un contenido de humedad comprendido entre 2 y 4 % (Barbosa-Cánovas et al., 
2005). 
Los resultados del análisis de varianza de un factor para los valores de A, P, aire 
intersticial y compresibilidad se encuentran recogidos en la Tabla 4.8. El tipo de matriz 
tuvo un efecto significativo sobre los valores de P, mientras que no se encontró un efecto 
significativo sobre los valores de A. En este sentido, la matriz de maltodextrina presentó 
valores más elevados de densidad empacada y, por tanto, se podría decir que ésta resultó 
ser una matriz con una mayor cohesión entre sus partículas que la matriz láctea. Sin 
embargo, no se encontraron diferencias significativas en los valores de aire intersticial, ni 
en los valores de compresibilidad para los dos tipos de matriz. Por otra parte, la presión de 
homogeneización tuvo un efecto significativo sobre los valores de A, P y aire intersticial, 
pero no sobre el valor de compresibilidad. Los valores de densidad A y P aumentaron con 
la presión de homogeneización, y en mayor medida el valor de P. Como resultado, el 
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efecto contrario fue observado para el valor del aire intersticial. Por tanto, las muestras 
sometidas a mayor presión de homogeneización fueron más fáciles de compactar. Por otra 
parte, no se encontró efecto significativo del número de pases sobre ninguno de los 
parámetros estudiados. 
Cuanto más compresible es un material, menos capacidad para fluir tiene. El límite 
entre un material granular (“free-flowing”) y un material en polvo (“non-free-flowing”) se 
establece alrededor del 20 % de compresibilidad (Carr, 1965). Los valores obtenidos para 
los microencapsulados preparados superaron el 20 %, así que pueden ser considerados 
polvos. En los polvos finos la cohesión se debe principalmente a interacciones entre las 
partículas como las fuerzas de Van der Waals, aunque otros factores, tales como efectos 
mecánicos de entrecruzamiento, podrían también desempeñar un papel importante, sobre 
todo en partículas irregulares, y no esféricas, como las obtenidas en muestras liofilizadas 
(Geldart et al., 2009). 
Tabla 4.8- Valores de probabilidad obtenidos en el análisis de varianza de un factor para los 
valores de densidad a granel. 
Factor A P 
Aire 
Intersticial 
Compresibilidad 
   
Matriz 0,218 0,013 0,578 0,227 
Presión 0,000 0,000 0,002 0,227 
Pases 0,714 0,603 0,257 0,085 
Matriz/Presión/Pases 0,000 0,000 0,000 0,034 
A: densidad aireada; P: densidad empacada. 
Los resultados obtenidos de densidad (P) están en concordancia con los valores de 
EE. De hecho, la EE fue más elevada en las muestras que presentaron valores 
ligeramente más altos de P, esto es, en las muestras de matriz de maltodextrina frente a 
las de matriz láctea y, por otro lado, en las muestras preparadas a la mayor presión de 
homogeneización. Aunque no se pueden establecer comparaciones directas entre la 
densidad a granel (“bulk”) y la densidad de partículas, dado el elevado número de 
variables que intervienen en la primera (tamaño de partícula, geometría e interacción entre 
partículas) (Barbosa-Cánovas et al., 2005), los resultados de la cantidad de aceite libre, 
junto con los resultados del tamaño de gotas de aceite, parecen indicar que las muestras 
con menor densidad a granel presentaron una mayor permeabilidad al disolvente de 
extracción de la fracción de aceite libre. 
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4.1.1.7.- Color 
Las medidas de color se realizaron como se detalla en el apartado 3.3.7 en el 
espacio de color L*a*b* (CIELAB). Donde L* indica luminosidad mientras que a* y b* son 
las coordenadas de cromaticidad e indican direcciones de colores: +a* es la dirección del 
rojo, -a* es la dirección del verde, +b* es la dirección del amarillo y -b* es la dirección del 
azul.  
La Tabla 4.9 recoge los valores del espacio de color para cada una de las muestras. 
El análisis de varianza de un factor mostró un efecto muy significativo del tipo de matriz 
sobre los valores de L* (p < 0,001) y sobre los valores de b* (p < 0,001), mientras que no 
se encontró un efecto significativo sobre a* (p = 0,073). En este sentido, la matriz de 
maltodextrina mostró valores de L* más elevados que los de la matriz láctea, y lo contrario 
fue encontrado para los valores de b*. Por otra parte, la presión de homogeneización 
también mostró un efecto significativo sobre L* (p < 0,01), y también sobre los valores de 
a* (p < 0,001); sin embargo, no se encontró un efecto significativo sobre b* (p = 0,507). El 
valor de L* aumentó con la presión de homogeneización, mientras que los valores de a* 
disminuyeron con ésta. El número de pases, sin embargo, no mostró un efecto significativo 
sobre los parámetros estudiados. 
Tabla 4.9- Valores de luminosidad y coordenadas de cromaticidad de los aceites 
microencapsulados. 
Muestra L*(D65) a*(D65) b*(D65) 
Láctea 1 x 15 88,01 ± 0,58 -0,61 ± 0,03 6,95 ± 0,22 
Láctea 2 x 15 88,35 ± 0,21 -0,57 ± 0,02 7,10 ± 0,20 
Láctea 1 x 70 89,48 ± 0,21 -0,20 ± 0,01 6,44 ± 0,05 
Láctea 2 x 70 89,44 ± 0,06 -0,21 ± 0,02 6,35 ± 0,01 
    
MD 1 x 15 89,94 ± 0,27 -0,56 ± 0,01 4,38 ± 0,13 
MD 2 x 15 89,98 ± 0,55 -0,56 ± 0,02 4,04 ± 0,15 
MD 1 x 70 90,77 ± 0,46 -0,48 ± 0,03 4,21 ± 0,14 
MD 2 x 70 91,25 ± 0,26 -0,45 ± 0,01 3,98 ± 0,05 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Los valores de a* y b* en aceites microencapsulados dependen de la actividad de 
agua, los componentes de la matriz y el tiempo de almacenamiento (Jiménez et al., 2008). 
En las muestras de leche en polvo se suelen determinar los valores de b* y L* iniciales y la 
evolución de los valores de la coordenada b* durante la conservación y el 
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almacenamiento, que dependen de las condiciones utilizadas. Normalmente el valor de b* 
en la leche entera en polvo aumenta con el tiempo de almacenamiento (Stapelfeldt et al., 
1997). La evolución del color se ha estudiado también en microencapsulados de caroteno 
en matriz de maltodextrina y se encontró que los parámetros L* y a* estaban relacionados 
con la retención de caroteno durante el almacenamiento (Desobry et al., 1997, 1999). 
4.1.1.8.- Solubilidad y pH 
La solubilidad y el pH se midieron a partir de emulsiones reconstituidas en agua 
preparadas a partir de las muestras de microencapsulados. La solubilidad está relacionada 
con la dispersión de las partículas en agua con ayuda de una agitación ligera. Existen 
diferentes métodos para determinar la solubilidad de productos en polvo (Thomas et al., 
2004). Generalmente se determina mediante el índice de solubilidad, que mide el volumen 
de sedimentos y, por tanto, cuanto más elevado es el índice, menos soluble es el producto.  
El procedimiento utilizado para medir la solubilidad en esta Tesis ha sido detallado 
en el apartado 3.3.8, siguiendo un método sencillo propuesto por Jiménez y colaboradores 
(Jiménez et al., 2008). En la Tabla 4.10 se recogen los valores referidos a los tiempos 
necesarios para alcanzar la solubilidad total de las muestras. Así mismo, se han incluido 
los valores de pH obtenidos. 
Tabla 4.10- Tiempos necesarios para alcanzar la solubilidad (t) y valores de pH de las 
emulsiones reconstituidas. 
Muestra t (s) pH 
Láctea 1 x 15 347 ± 0,7 a 6,72 ± 0,07 a
Láctea 2 x 15 318 ± 0,6 a 6,68 ± 0,05 a
Láctea 1 x 70 285 ± 0,5 a 6,70 ± 0,07 a
Láctea 2 x 70 337 ± 0,5 a 6,69 ± 0,08 a
   
MD 1 x 15 138 ± 0,6 b 5,09 ± 0,06 b
MD 2 x 15 209 ± 0,4 b 5,11 ± 0,09 b
MD 1 x 70 203 ± 0,4 b 5,10 ± 0,08 b
MD 2 x 70 111 ± 0,3 b 5,05 ± 0,07 b
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Diferentes letras en cada columna indican diferencias  muy significativas (p < 0,001). 
El análisis de varianza de un factor mostró un efecto muy significativo del tipo de 
matriz sobre los valores de t (p < 0,001) y pH (p < 0,001). Las muestras con matriz de 
maltodextrina fueron más solubles que las de matriz láctea y las emulsiones reconstituidas 
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mostraron valores de pH ligeramente inferiores. Por otra parte, no se encontró un efecto 
significativo de la presión de homogeneización, o el número de pases, sobre la solubilidad 
y tampoco sobre los valores de pH. 
En muestras de leche en polvo se han estudiado los factores que influyen en la 
solubilidad y se ha encontrado que la velocidad de disolución y la dispersibilidad 
disminuyen al aumentar la cantidad de aceite superficial, la cristalización parcial de la 
lactosa y el colapso de la estructura de la matriz que da lugar a una disminución del área 
superficial (Thomas et al., 2004). En esta Tesis, el hecho de que las muestras de matriz 
láctea fueran menos solubles que las de matriz de maltodextrina podría estar relacionado 
con la mayor cantidad de aceite libre encontrado en las primeras (Tabla 4.1), ya que el 
aceite en la superficie de la partícula dificulta el contacto entre la matriz y el agua 
(McNamee et al., 1998). Sin embargo, mientras que un aumento en la presión de 
homogeneización dio lugar a una disminución en la cantidad de aceite libre, no se encontró 
un efecto significativo sobre el valor de la solubilidad. Algunos autores han observado que 
las condiciones de homogeneización y el tamaño de partícula parecen tener mayor 
influencia en la solubilidad de la leche en polvo que el contenido de aceite superficial 
(Vignolles et al., 2007). En el presente trabajo tampoco se han encontrado diferencias 
significativas en el tamaño de las partículas de polvo entre las muestras lácteas y las de 
maltodextrina. 
Por otra parte, durante la preparación de muestras, la solubilidad del caseinato 
sódico en las muestras lácteas fue muy inferior a la de los componentes de la matriz de 
maltodextrina. Para la completa disolución del caseinato sódico en agua fue necesario 
aplicar agitación continua durante aproximadamente 24 h. Por tanto, en el presente trabajo 
la solubilidad parece estar más relacionada con la composición de las muestras que con 
sus características fisicoquímicas. En este sentido, el mayor carácter hidrofílico de la 
matriz de maltodextrina, comentado anteriormente, podría explicar las diferencias de 
solubilidad entre las dos matrices. 
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4.1.2.- Muestras atomizadas 
La preparación de las muestras se encuentra detallada en el apartado 3.2.2 de esta 
Tesis. Para la obtención de las muestras atomizadas se prepararon emulsiones de aceite 
en agua con la misma composición utilizada en las muestras liofilizadas. Las condiciones 
de homogeneización seleccionadas fueron 70 MPa de presión y un solo pase.  
En la Tabla 4.11 se recogen los resultados obtenidos en la caracterización 
fisicoquímica de las muestras atomizadas. Con fines comparativos, también se han 
incluido los resultados de las correspondientes muestras liofilizadas preparadas a partir de 
emulsiones elaboradas con las mismas condiciones de homogeneización. 
La EE aumentó considerablemente en la muestra de matriz láctea obtenida 
mediante atomización (94,1 %) frente a la muestra liofilizada (61,2 %). Sin embargo, no se 
encontró un efecto significativo del procedimiento de secado sobre el valor de EE en la 
muestra de matriz de maltodextrina. Igualmente, utilizando matrices con maltodextrina con 
DE 25, Desobry y colaboradores han obtenido valores de EE similares para muestras 
liofilizadas (65 %) y atomizadas (62 %) (Desobry et al., 1997). 
Los resultados obtenidos para el tamaño y dispersión de tamaños de gotas muestran 
diferencias muy claras entre los dos tipos de matriz. Para la muestra láctea, el secado por 
atomización dio lugar a valores del tamaño promedio de glóbulos, dispersión de tamaños y 
diámetro de Sauter significativamente menores que los hallados en las muestras 
liofilizadas. Sin embargo, las muestras de matriz de maltodextrina presentaron valores muy 
superiores del tamaño promedio de glóbulos y de la dispersión de tamaños en las 
muestras atomizadas frente a las liofilizadas. De hecho, la desestabilización de la emulsión 
fue tan elevada que la medida en un rango superior de tamaños (0,2 - 180 µm), es decir 
con la lente de 100 mm, fue más apropiada. En las Figuras 4.5 y 4.6 se ilustran las curvas 
de frecuencia de tamaños obtenidas con las lentes de 45 y 100 mm, respectivamente. Al 
igual que se observó en las muestras liofilizadas, la muestra con matriz de maltodextrina 
presentó una distribución de frecuencias bimodal. Como ya se ha comentado, otros 
autores han encontrado similares resultados en muestras atomizadas con matriz 
conteniendo maltodextrina (Hansen y Flink, 1977; Hogan et al., 2001; Vega y Roos, 2006). 
Los resultados obtenidos muestran nuevamente la baja estabilidad de la emulsión de la 
matriz de maltodextrina y, por tanto, el bajo poder emulsificante de la gelatina frente al 
caseinato sódico. Se puede decir que el secado por atomización ejerció una gran 
desestabilización de la emulsión de las muestras de matriz de maltodextrina. Sin embargo, 
dicha desestabilización no tuvo un efecto significativo sobre la eficacia de encapsulación.
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Tabla 4.11- Características fisicoquímicas de los aceites microencapsulados obtenidos 
mediante secado por liofilización y atomización. Condiciones de homogeneización: 1 x 70 MPa. 
 Matriz Láctea Matriz Maltodextrina 
 Liofilización Atomización Liofilización Atomización 
Distribución lipídica:     
Aceite Total (g/100 g MP) 30,97 ± 0,05 c 32,32 ± 0,14 d 28,29 ± 0,07 a 29,19 ± 0,10 b
Aceite Libre (g/100 g MP) 11,99 ± 0,07 d 1,93 ± 0,08 a 6,48 ± 0,18 c 5,81 ± 0,12 b
EE (g/100g AT) 61,2 ± 1,1 a 94,1 ± 0,2 c 77,1 ± 2,3 b 80,1 ± 0,3 b
     
Tamaños de gotas: Lente 45 mm Lente 45 mm  Lente 45 mm Lente 45 mm Lente 100 mm
d (v, 0,5) (µm) 0,85 ± 0,02 b 0,48 ± 0,02 a 3,77 ± 0,04 c 15,94 ± 0,08 d 9,39 ± 0,17 
d (v, 0,9) - d (v, 0,1) (µm) 3,47 ± 0,06 b 1,33 ± 0,15 a 20,50 ± 0,82 c 56,78 ± 0,30 d 28,61 ± 0,78
D [3,2] (µm) 0,55 ± 0,04 b 0,40 ± 0,05 a 1,48 ± 0,02 c 1,76 ± 0,01 d 2,91 ± 0,15 
ASE (µm-1) 10,95 ± 0,80 c 15,16 ± 1,91 d 4,05 ± 0,05 b 3,41 ± 0,02 a 2,07 ± 0,11 
     
Actividad de agua, aw 0,06 ± 0,003 b 0,39 ± 0,005 d 0,04 ± 0,003 a 0,25 ± 0,003 c
 
Transición vítrea, Tg (ºC) 61,5 ± 0,3 d 50,3 ± 0,5 c 40,7 ± 0,4 b 37,8 ± 0,4 a
     
Parámetros de densidad:     
A (kg/m3) 397 ± 3,7 c 178 ± 1,6 a 429 ± 2,4 d 378 ± 3,7 b
P (kg/m3) 616 ± 5,0 b 264 ± 4,9 a 659 ± 9,9 c 628 ± 13 b
Aire intersticial (mm3/g) 892 ± 35 b 1830 ± 20 d 812 ± 27 a 1053 ± 29 c
Compresibilidad (%) 36 ± 2,6 ab 33 ± 1,9 a 34 ± 2,4 ab 40 ± 2,4 c
     
Parámetros de color:     
L*(D65) 89,5 ± 0,21 a 93,3 ± 0,52 c 90,8 ± 0,46 b 98,16 ± 0,41 d
a*(D65) -0,20 ± 0,006 c -0,19 ± 0,010 c -0,48 ± 0,031 b -1,13 ± 0,034 a
b*(D65) 6,44 ± 0,05 c 3,81 ± 0,05 a 4,21 ± 0,14 b 8,58 ± 0,21 d
 
Solubilidad, t (s) 285 ± 0,5 b 612 ± 0,8 d 203 ± 0,4 a 370 ± 0,9 c
 
pH 6,7 ± 0,07 b 6,9 ± 0,04 c 5,1 ± 0,08 a 7,2 ± 0,09 d
MP: muestra en polvo; AT: aceite total extraído; EE: eficacia de encapsulación 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05). 
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Figura 4.5- Distribución de tamaños de gotas de aceite en las muestras atomizadas con matriz
láctea (-■-) y matriz de maltodextrina (-●-) con lente de 45 mm. 
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Figura 4.6- Distribución de tamaños de gotas de aceite en las muestras atomizadas con matriz
láctea (-■-) y matriz de maltodextrina (-●-) con lente de 100 mm. 
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Las diferencias encontradas en el tamaño de gotas de aceite entre las muestras 
liofilizadas y atomizadas de matriz láctea son consistentes con la mayor cantidad de aceite 
libre en las primeras. En este sentido, la relación entre el tamaño de gotas y el contenido 
de aceite libre ha sido estudiada recientemente y se ha comprobado que las gotas de 
mayor tamaño son atribuidas mayoritariamente al aceite libre (Vignolles et al., 2009b). 
Frente a la emulsión original antes de ser sometida a secado por liofilización, Hansen y 
Flink (1977) observaron gotas de tamaños más grandes en emulsiones reconstituidas a 
partir del producto en polvo; mientras que resultados similares a la emulsión original fueron 
encontrados en emulsiones reconstituidas a partir del producto en polvo tras eliminar la 
fracción de aceite libre. Para explicar este hecho, los autores sugirieron que las gotas 
aumentaron su tamaño mediante coalescencia durante la etapa de congelación. Por el 
contrario, cuando la congelación de la emulsión se realizó de forma rápida, mediante 
nitrógeno líquido, se observó una disminución de gotas en el rango de tamaños más 
grandes y una disminución del contenido de aceite libre. Por otra parte, la influencia de la 
molienda sobre el tamaño de gotas de aceite no ha sido estudiada y, por tanto, se 
desconoce si puede ser significativa. Parece razonable pensar que si durante la molienda 
se produce la rotura parcial de la interfase aceite-matriz, el aceite puede fluir sobre la 
superficie de la partícula formando depósitos discretos. En cualquier caso, los resultados 
obtenidos en esta Tesis muestran que el proceso de atomización parece conservar en 
mayor medida el tamaño y la distribución de tamaños de gotas de emulsiones estables que 
la liofilización seguida de molienda. 
El valor de EE más elevado encontrado en la muestra atomizada de matriz láctea 
frente a la muestra liofilizada es coherente con un menor tamaño y una menor dispersión 
de tamaños de gotas en la primera. Por otra parte, es bien conocido que las muestras 
liofilizadas son más porosas que las muestras atomizadas (Sims, 1994), lo que implica una 
mayor penetración del disolvente de extracción y, por tanto, una mayor cantidad de aceite 
libre (Buma, 1971a). 
Las muestras atomizadas presentaron valores de actividad de agua muy superiores 
(0,39 y 0,25 para las muestras de matriz láctea y de maltodextrina, respectivamente) a los 
encontrados en las muestras liofilizadas (0,04 - 0,06). 
El valor de Tg de la muestra atomizada de maltodextrina fue muy inferior 
(aproximadamente 12 ºC de diferencia) al encontrado para la muestra de matriz láctea, 
indicando nuevamente que la matriz de maltodextrina es más susceptible a cambios físicos 
en su estructura. Además, para ambas matrices, los valores de Tg fueron mucho más 
bajos que los de sus correspondientes muestras preparadas mediante liofilización. Aunque 
se ha comprobado que mezclas de caseinato sódico y lactosa muestran, para un mismo 
valor de actividad de agua, valores superiores de Tg en muestras liofilizadas que en 
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atomizadas (Haque y Roos, 2005, 2006), los resultados obtenidos en esta Tesis parecen 
estar más relacionados con el contenido de humedad. Los menores valores de Tg hallados 
para las muestras atomizadas pueden ser atribuidos al mayor contenido de humedad, 
como denotan los mayores valores de actividad de agua. En este sentido, es bien 
conocida la dependencia de la temperatura de transición vítrea con la actividad de agua 
(Fennema, 2000). 
Con respecto a los parámetros de densidad, se observó un descenso muy 
significativo de A y P en las muestras atomizadas frente a las liofilizadas, y en mayor 
medida en la muestra de matriz láctea. En ambas muestras, de matriz láctea y de 
maltodextrina, los valores del aire intersticial fueron significativamente inferiores en las 
muestras atomizadas, lo que indica que la disminución de A con el método de secado fue 
mayor que la disminución de P. Como se ha comentado en el apartado anterior, los 
valores de densidad a granel no pueden compararse directamente con los valores de 
densidad de partículas. La primera no sólo depende de la segunda, sino también del grado 
de empaquetamiento entre las partículas, que a su vez depende del tamaño y forma de las 
partículas y de las interacciones entre las mismas, gobernadas estas últimas por 
numerosos factores (Barbosa-Cánovas et al., 2005). Por tanto, la disminución observada 
de densidad a granel entre muestras liofilizadas y atomizadas, no puede ser atribuida 
directamente a un mayor volumen de aire ocluido en el interior de las partículas o a la 
porosidad de las mismas. De hecho, como se ha comentado anteriormente, las muestras 
liofilizadas son, en general, más porosas que las atomizadas (Sims, 1994). 
En cuanto a la compresibilidad, no se hallaron diferencias significativas entre la 
muestra liofilizada y atomizada con matriz láctea, aunque se encontró un ligero aumento 
en la muestra atomizada frente a la liofilizada con matriz de maltodextrina. 
Por otra parte, se encontró un aumento significativo del parámetro de color L* en las 
muestras atomizadas con matriz láctea y de maltodextrina frente a sus correspondientes 
muestras liofilizadas. Asimismo, se produjo una disminución de la coordenada b* en la 
muestra de matriz láctea, mientras que el efecto contrario fue hallado en la muestra con 
matriz de maltodextrina. El método de secado no tuvo un efecto significativo sobre el valor 
de la coordenada a* en la muestra de matriz láctea, mientras que en la muestra de matriz 
de maltodextrina se encontró un aumento significativo en valor absoluto en la muestra 
atomizada frente a la liofilizada. Las diferencias de color entre las muestras atomizadas 
fueron apreciables, siendo las muestras de matriz láctea algo más blancas. El aumento 
hallado en la coordenada b* en la muestra con matriz de maltodextrina indica la formación 
de productos de pardeamiento no enzimático debido a las elevadas temperaturas 
alcanzadas durante el proceso de atomización (Stapelfeldt et al., 1997). 
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En relación con la solubilidad, al igual que se observó para las muestras liofilizadas, 
la muestra de maltodextrina fue mucho más soluble que la láctea, pero ambas fueron 
menos solubles que sus correspondientes muestras liofilizadas. Estos resultados están de 
acuerdo con los obtenidos por Kim y colaboradores (2010), que compararon muestras 
liofilizadas y atomizadas de leche entera y observaron una mayor capacidad de 
rehidratación para las primeras. La mayor capacidad de rehidratación y solubilidad en agua 
puede ser atribuida a una mayor porosidad de la matriz de encapsulación (Sims, 1994; 
Barbosa-Cánovas et al., 2005). 
En cuanto al pH, se observó un aumento significativo en las muestras atomizadas, y 
en mayor medida en la muestra de matriz de maltodextrina. Este hecho podría estar 
relacionado con la formación de productos de Maillard durante el secado, que mediante la 
medida del color resultó más evidente en la muestra de matriz de maltodextrina. 
Por otra parte, no se pudo determinar el tamaño de partículas de las muestras 
atomizadas mediante granulometría, ya que el tamaño de las partículas fue tan pequeño 
que se producían interacciones de partículas en el primer tamiz de separación. 
Concretamente, se observaron fenómenos de aglomeración que resultaron en un aumento 
considerable de tamaño aparente. Aproximadamente la mitad de las partículas no 
atravesaron la primera criba, con luz de malla de 800 µm. Los ingredientes preparados por 
atomización se caracterizan por un tamaño de partícula pequeño (generalmente con 
diámetro inferior a 30 µm) (Matsuno y Adachi, 1993), que se analiza normalmente por 
difracción láser o por microscopía (Sootitantawat et al., 2005; Janiszewska y Witrowa-
Rejchert, 2009). 
Finalmente, la aglomeración entre partículas observada en las muestras atomizadas 
puede estar relacionada con la menor densidad a granel hallada frente a las muestras 
liofilizadas, ya que una fuerte cohesividad entre partículas impide un elevado grado de 
empaquetamiento (Barbosa-Cánovas et al., 2005). 
 91
Resultados y Discusión 
4.1.3.- Evaluación conjunta de la influencia del tipo de matriz, presión de 
homogeneización y método de secado sobre las propiedades fisicoquímicas de 
aceites microencapsulados 
El objetivo de este estudio consiste en identificar las principales diferencias en las 
propiedades fisicoquímicas introducidas por los tres factores estudiados en los apartados 
anteriores -tipo de matriz de encapsulación, presión de homogeneización y método de 
secado- de forma conjunta, es decir, analizando el conjunto total de datos. Para ello, se 
aplicó análisis de componentes principales, que, aprovechando interrelaciones entre 
variables, permite reducir considerablemente el número de variables dependientes 
mediante transformaciones ortogonales de las mismas. Como resultado, se obtiene un 
conjunto de variables incorreladas –componentes principales- que en orden decreciente de 
importancia explican la variabilidad del conjunto total de datos. Para este análisis se utilizó 
una matriz formada por 17 variables y 10 casos. 
Variables: Cantidad de aceite libre (AL), eficacia de encapsulación (EE), tamaño promedio 
de gotas de aceite (d (v, 0,5)), rango de tamaños de gotas (d (v, 0,9) - d (v, 0,1)), momento de 
Sauter (D [3,2]), área de superficie específica de gotas (ASE), actividad de agua (aw), 
temperatura de transición vítrea (Tg), densidad aireada (A), densidad empacada (P), aire 
intersticial (AI), compresibilidad (C), parámetros de color (L*, a* y b*), solubilidad (Sol) y 
pH. 
Casos: LL1x15, LL2x15, LL1x70, LL2x70, LA1x70, ML1x15, ML2x15, ML1x70, ML2x70 y 
MA1x70; donde la primera inicial hace referencia al tipo de matriz, láctea (L) o de 
maltodextrina (M), la segunda al método de secado, liofilización (L) o atomización (A) y la 
numeración al número de pases por presión de homogeneización expresada en MPa. 
Las dos primeras componentes principales obtenidas en el análisis representaron un 
73 % de la varianza total, con un 39,6 % el Factor 1 y un 33,4 % el Factor 2. Como se 
puede ver en la Figura 4.7A, en el área definida por las dos primeras componentes se 
encontró una clara separación entre muestras con diferente matriz de encapsulación y 
entre muestras elaboradas con diferente método de secado. En este sentido, es evidente 
que el Factor 1 representa el tipo de matriz –láctea o de maltodextrina- y que el Factor 2 
representa el método de secado, liofilización o atomización. 
En la representación gráfica de los factores de carga (Figura 4.7B) podemos 
observar que las principales diferencias entre muestras con diferente matriz se encuentran 
en el diámetro de Sauter (D[3,2]), o área de superficie específica de las gotas de aceite 
(ASE), los parámetros de densidad a granel (A y P) y la solubilidad (Sol). Por otra parte, 
las principales diferencias entre muestras obtenidas con diferente método de secado se 
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encuentran en la cantidad de aceite libre (AL), o eficacia de encapsulación (EE), y en el 
parámetro de color L*. 
Dadas las notables diferencias halladas entre las muestras con diferente matriz de 
encapsulación, se realizó un estudio de ambas matrices por separado. La eliminación de 
una variable independiente en el estudio permitió evaluar el efecto conjunto de las otras 
dos variables, presión de homogeneización y método de secado. 
La Figura 4.8 muestra los resultados obtenidos en el análisis de componentes 
principales de las muestras con matriz láctea. Las dos primeras componentes principales 
obtenidas en el análisis representaron un 92 % de la varianza total, con un 73 % el Factor 
1 y un 19 % el Factor 2. En el área definida por las dos primeras componentes se encontró 
una clara separación entre muestras preparadas con diferente presión de 
homogeneización y con diferente método de secado (Figura 4.8A). Sin embargo, la 
elevada variabilidad explicada por el Factor 1 no permite interpretar con claridad las dos 
primeras componentes principales. Como se observa en la Figura 4.8B todas las variables 
dependientes contribuyeron con un elevado factor de carga en el Factor 1 y aquellas que 
contribuyeron en mayor proporción en el Factor 2 también lo hicieron en la primera 
componente. Las variables que contribuyeron más en el Factor 2 fueron las relacionadas 
con el tamaño de gotas de aceite, d (v, 0,5), d (v, 0,9) - d (v, 0,1), D [3,2] y ASE, y con el 
parámetro de color a*. Examinando los resultados de todas las variables dependientes 
podemos observar que el aumento de presión de homogeneización tuvo un mayor efecto 
sobre el tamaño de gotas, d (v, 0,5), d (v, 0,9) - d (v, 0,1), D [3,2] y ASE, y sobre el parámetro de 
color a* que en el resto de las variables. Por otra parte, el método de secado también 
contribuyó significativamente en el valor de estas variables, aunque los cambios 
producidos fueron ligeramente inferiores en el tamaño de gotas de aceite y muy inferior en 
el parámetro de color a*. Esto explica los resultados obtenidos en el análisis de 
componentes principales, de forma que las variables dependientes arriba indicadas no son 
exclusivas de ninguna de las dos componentes. No obstante, se puede decir que el Factor 
1 representa en gran medida el método de secado y que el Factor 2 representa en mayor 
proporción la presión de homogeneización. Por tanto, las principales diferencias entre 
muestras obtenidas con diferente método de secado estuvieron en todas las variables 
estudiadas con excepción del tamaño de gotas de aceite y el parámetro de color a*, 
mientras que lo contrario se observa entre muestras preparadas con diferente presión de 
homogeneización. Así, el método de secado modificó en mayor medida las propiedades 
fisicoquímicas inherentes a la matriz de encapsulación, mientras que la presión de 
homogeneización tuvo un mayor efecto en el tamaño de gotas de aceite. 
La Figura 4.9 ilustra los resultados obtenidos en el análisis de componentes 
principales de las muestras con matriz de maltodextrina. Las dos primeras componentes 
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representaron un 86 % de la varianza total, con un 61,6 % el Factor 1 y un 24,5 % el 
Factor 2. En el área definida por las dos primeras componentes se encontró una clara 
separación entre muestras preparadas con diferente presión de homogeneización y con 
diferente método de secado (Figura 4.9A). Resulta evidente que los Factores 1 y 2 
representan, respectivamente, el método de secado y la presión de homogeneización. 
Nuevamente, al igual que lo encontrado en las muestras lácteas, el método de secado 
introdujo una mayor variabilidad en el conjunto total de datos que la presión de 
homogeneización. En la representación gráfica de los factores de carga (Figura 4.9B) se 
puede ver que las principales diferencias entre muestras elaboradas con diferente método 
de secado se encuentran en el diámetro promedio de gotas de aceite y la distribución de 
tamaños de gotas, la aw y la Tg, los parámetros del color (L*, a* y b*), la solubilidad y el 
pH. Por otra parte, las principales diferencias encontradas entre muestras elaboradas con 
diferente presión de homogeneización estuvieron en la cantidad de aceite libre (AL), o 
eficacia de encapsulación (EE), y los valores de densidad a granel (A y P). 
 
 94
Resultados y Discusión 
 95
LL1x15
LL2x15
LL1x70LL2x70
LA1x70
ML1x15ML2x15ML x70ML2x70
MA1x70
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6
Factor 1: 39.55%
-8
-7
-6
-5
-4
-3
-2
-1
0
1
2
3
4
5
Fa
ct
or
 2
: 3
3.
38
%
 AL
 EE
 d (v, 0,5) 
d 
(v, 0,9)
 - d 
(v, 0,1)
 D [3,2]
 ASE
 a w
 Tg
 A
 P
 AI
 C
 L*
 a*
 b*
 Sol
 pH
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Factor 1 : 39.55%
-1.0
-0.5
0.0
0.5
1.0
Factor 2 : 33.38%
B 
A 
Figura 4.7- Análisis de componentes principales para el conjunto total de datos de la matriz
formada por 17 variables y 10 casos. A Proyección de casos en el plano delimitado por las dos
primeras componentes principales. B Representación gráfica de los factores de carga. 
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Resumen de resultados: 
Los resultados obtenidos para los diferentes parámetros fisicoquímicos estudiados 
han mostrado diferencias significativas entre las muestras de matriz láctea y de 
maltodextrina. Con excepción del tamaño de partículas y de la actividad de agua en las 
muestras liofilizadas, que parecieron depender en mayor medida del grado de molienda y 
del tiempo de secado, respectivamente, se han encontrado diferencias significativas en 
todos los parámetros estudiados. Las principales diferencias entre muestras con diferente 
matriz de encapsulación fueron halladas en el diámetro de Sauter (D[3,2]), o área de 
superficie específica de las gotas de aceite (ASE), los parámetros de densidad a granel (A 
y P) y la solubilidad (Sol). 
La matriz de maltodextrina se ha caracterizado por presentar en sus emulsiones 
reconstituidas en agua un mayor tamaño promedio y una mayor polidispersión de tamaños 
de gotas de aceite, lo que puede ser atribuido a que el emulsionante (gelatina) no fue tan 
efectivo como el de la matriz láctea (caseinato sódico). Como resultado, las emulsiones de 
la matriz de maltodextrina fueron mucho menos estables. 
A pesar de que la fase dispersa presentó un valor más alto del área superficial 
(ASE), la EE de la matriz láctea (33,4 - 65,9 %) fue menor que la encontrada en la matriz 
de maltodextrina (65,7 - 79,8 %) en las muestras liofilizadas. Este hecho pone de 
manifiesto que la EE dependió en mayor proporción de otras propiedades fisicoquímicas 
de la matriz de encapsulación distintas al tamaño de gotas de aceite, como por ejemplo la 
porosidad, permeabilidad al disolvente de extracción y/o polaridad. 
La matriz láctea presentó valores de Tg significativamente más altos (55,8 - 61,9 ºC) 
que la matriz de maltodextrina (40,6 - 41,8 ºC) para valores similares de actividad de agua, 
lo que indica que esta matriz es más estable frente a cambios físicos en su estructura. Por 
otra parte, la matriz láctea fue, independientemente del tipo de secado, menos soluble en 
agua que la matriz de maltodextrina. 
En cuanto a la influencia de las condiciones de homogeneización, la presión ejerció 
en las muestras de matriz láctea un mayor efecto sobre  el tamaño de gotas de aceite (d (v, 
0,5), d (v, 0,9) - d (v, 0,1), D [3,2] y ASE), disminuyendo con el aumento de la presión, que en el 
resto de propiedades estudiadas.  
Sin embargo, no se encontró un efecto significativo de la presión de 
homogeneización en el tamaño de gotas de aceite en las muestras de matriz de 
maltodextrina, indicando que la gelatina no fue un emulsionante efectivo. A pesar de no 
ejercer un efecto significativo sobre el tamaño de gotas de aceite, la presión de 
homogeneización tuvo una gran influencia en la EE, aumentando considerablemente con 
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el aumento de presión. Las principales modificaciones introducidas por la presión en las 
muestras de matriz de maltodextrina se encontraron en la cantidad de aceite libre (AL), o 
EE, y también en los valores de densidad a granel (A y P). 
Por otra parte, el número de pases sólo ejerció un efecto significativo sobre los 
tamaños de gotas de aceite. Concretamente, al pasar de uno a dos pases se encontró una 
disminución de la dispersión de tamaños de gotas; es decir, como era de esperar, una 
disminución de las gotas de mayor tamaño. 
El procedimiento de secado ejerció un efecto muy significativo en prácticamente 
todas las propiedades fisicoquímicas estudiadas. La EE en las muestras con matriz de 
maltodextrina fue una excepción, ya que no se encontraron diferencias significativas entre 
la muestra liofilizada y atomizada. Sin embargo, el secado por atomización de la emulsión 
de la matriz láctea dio lugar a microencapsulados con una mayor EE (94,1 %) que la 
encontrada en la muestra liofilizada (61,2 %). En general, el método de secado introdujo 
una mayor variabilidad en el conjunto total de datos que la presión de homogeneización. 
De hecho, el Factor 1 en el análisis de componentes principales de los datos 
correspondientes a las muestras lácteas o de matriz de maltodextrina representó el 
método de secado, mientras que el Factor 2 representó la presión de homogeneización. 
En las muestras lácteas el método de secado tuvo una mayor influencia que la presión de 
homogeneización en todas las propiedades fisicoquímicas estudiadas, excepto en el 
tamaño de gotas de aceite y el parámetro de color a*. Con respecto a las muestras de 
matriz de maltodextrina, las principales diferencias entre muestras obtenidas con diferente 
método de secado se encontraron en el tamaño de gotas de aceite, la aw y la Tg, los 
parámetros de color (L*, a* y b*), la solubilidad y el pH. 
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4.2.- OXIDACIÓN DE ACEITES MICROENCAPSULADOS ELABORADOS EN EL 
LABORATORIO O EN PLANTA PILOTO 
Con el objetivo de estudiar la influencia de las condiciones de preparación sobre el 
comportamiento oxidativo de aceites microencapsulados se han seleccionado muestras, 
elaboradas en nuestro laboratorio o en planta piloto (apartado 4.1.), con características 
fisicoquímicas claramente diferentes. Las muestras seleccionadas se describen en la 
Tabla 4.12. 
Tabla 4.12 - Muestras de aceites de girasol microencapsulados seleccionadas para los 
estudios de oxidación. 
Matriz Pases x Presión (MPa) Método de secado CLAVE 
Láctea 1 x 15 Liofilización LL15 
 1 x 70 Liofilización LL70 
 1 x 70 Atomización LA70 
    
Maltodextrina 1 x 15 Liofilización ML15 
 1 x 70 Liofilización ML70 
 1 x 70 Atomización MA70 
La preparación de las muestras y sus características fisicoquímicas se encuentran 
detalladas en los apartados 3.2.2 y 4.1., respectivamente. La Tabla 4.13 recoge los 
resultados correspondientes a la evaluación analítica del aceite de girasol utilizado para la 
elaboración de los aceites microencapsulados. 
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Tabla 4.13 - Caracterización del aceite de girasol utilizado en la elaboración de aceites 
microencapsulados. 
 Media SD 
  
Composición en ácidos grasos (%)   
C16:0 6,5 0,08 
C16:1 0,2 0,03 
C18:0 3,5 0,06 
C18:1  25,8 0,24 
C18:2  61,8 0,65 
C20:0  0,2 0,01 
C20:1 0,1 0,01 
C22:0 0,6 0,03 
C24:0 0,2 0,01 
Otros 1,1 0,02 
  
Composición en tocoferoles (mg/kg)   
Total 891 12 
α-Tocoferol 876 9 
β-Tocoferol 13 0,7 
γ-Tocoferol 2 0,1 
  
Índice de peróxidos (meq O2/kg) 3,0 0,12 
  
Estabilidad oxidativa en Rancimat a 100 ºC (h) 10,7 0,07 
  
 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de 3 muestras. 
El perfil de ácidos grasos corresponde al encontrado normalmente en aceites de 
girasol convencional, es decir, predomina en su composición el ácido linoleico, seguido del 
ácido oleico. Los tocoferoles son los antioxidantes mayoritarios en el aceite de girasol, 
fundamentalmente el α-Tocoferol. Los valores encontrados para el índice de peróxidos son 
los esperados para un aceite refinado (inferior a 10 meq O2/kg). Por otro lado, la 
estabilidad oxidativa en Rancimat, que es la medida de la resistencia a la oxidación en 
condiciones aceleradas, también mostró un valor característico de estos aceites. 
 101
Resultados y Discusión 
 102
4.2.1.- Influencia del método de secado en el comportamiento oxidativo de 
aceites microencapsulados 
En este apartado se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de 
almacenamiento realizados con muestras de distinta matriz (láctea o de maltodextrina), 
igual presión de homogeneización (70 MPa) y distinto método de secado (atomización o 
liofilización): LL70, LA70, ML70 y MA70 (Tabla 4.12). 
Evaluación del estado de oxidación en las muestras iniciales 
La Tabla 4.14 recoge todos los parámetros analíticos indicadores del estado de 
oxidación en el aceite inicial y en los aceites microencapsulados. En las muestras de 
aceites microencapsulados se analizaron separadamente las fracciones de aceite libre y 
aceite encapsulado. El contenido en compuestos de oxidación se ha evaluado mediante el 
método desarrollado en nuestro laboratorio, que combina la extracción en fase sólida y la 
cromatografía líquida de exclusión molecular (HPSEC), y permite cuantificar los 
compuestos totales de oxidación no volátiles en 3 grupos (triglicéridos monómeros 
oxidados, dímeros y polímeros) y los compuestos de hidrólisis (diglicéridos y ácidos grasos 
libres) (Márquez-Ruiz et al., 1996a). La suma de compuestos de oxidación e hidrólisis son 
los compuestos polares, llamados así por poseer mayor polaridad que los triglicéridos no 
alterados. Se determinó además el índice de peróxidos en todas las muestras. Así mismo, 
se han incluido el contenido total de tocoferoles y la estabilidad oxidativa en Rancimat, que 
para los aceites microencapsulados fue determinada directamente sobre las muestras de 
polvo. 
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Tabla 4.14 – Influencia del tipo de matriz y el método de secado sobre parámetros oxidativos e hidrolíticos en los aceites microencapsulados. 
Distribución de C.P. (% aceite) 
Muestra 
C.P. 
(% aceite) 
Pol+Dim    TGMox DG AG
IP 
(meq O2/kg aceite) 
Tocoferoles 
(mg/kg) 
Estabilidad 
Oxidativa* 
(h) 
Aceite Inicial  4,9 0,7 ± 0,05 a 2,4 ± 0,09 bc 1,4 ± 0,08 a 0,4 ± 0,01 b 3,0 ± 0,12 a 891 ± 12 d 10,7 ± 0,07 d
      
    
   
LL70  LIB 5,0 0,5 ± 0,06 a 2,3 ± 0,13 ab 1,5 ± 0,06 a 0,6 ± 0,02 d 4,3  ± 0,33 bc 780 ± 18 c
LL70  ENC 5,2 0,5 ± 0,07 a 2,4 ± 0,11 bc 1,4 ± 0,08 a 0,7 ± 0,02 e 5,1 ± 0,17 c 737 ± 22 bc
5,9 ± 0,06 a
LA70  LIB 5,0 0,4 ± 0,08 a 2,6 ± 0,12 bcd 1,4 ± 0,08 a 0,5 ± 0,01 c 6,2 ± 0,56 d 650 ± 13 ab
LA70  ENC 5,1 0,5 ± 0,07 a 2,5 ± 0,14 bc 1,3 ± 0,07 a 0,6 ± 0,03 d 3,9  ± 0,23 ab 680 ± 16 a
8,5 ± 0,07 c
     
ML70  LIB 4,9 1,0  ± 0,01 a 2,9 ± 0,10 d 1,4 ± 0,09 a 0,4 ± 0,07 b 13,6 ± 0,70 f 631 ± 18 a
ML70  ENC 4,7 1,0 ± 0,06 a 2,3 ± 0,17 ab 1,3 ± 0,08 a 0,5 ± 0,02 c 5,2  ± 0,55 c 725 ± 22 a
8,1 ± 0,12 b
MA70  LIB 4,2  0,5 ± 0,07 a 2,7 ± 0,12  cd 1,3 ± 0,02 a 0,3 ± 0,01 a 10,4 ± 0,83 e 672 ± 16 a
MA70  ENC 4,6 1,0 ± 0,07 a 2,0 ± 0,03 a 1,4 ± 0,05 a 0,6 ± 0,02 d 3,6 ± 0,32 ab 740 ± 25 a
8,6 ± 0,09 c
Los resultados expresan la media ± desviación estándar de la media de 3 muestras 
LIB: fracción de aceite libre; ENC: fracción de aceite encapsulado; C.P.: Compuestos polares totales; Pol+Dim: Polímeros y dímeros de triglicéridos; TGMox: Triglicéridos 
monómeros oxidados; DG: Diglicéridos; AG: Ácidos grasos libres; IP: índice de peróxidos. 
* La estabilidad oxidativa fue medida directamente en las muestras de polvo. 
Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). 
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Los resultados obtenidos en el aceite muestran que los niveles de oxidación e 
hidrólisis son los encontrados comúnmente en aceites refinados (Márquez-Ruiz y 
Dobarganes, 2005). En general, no se observaron diferencias sustanciales en las 
cantidades de los compuestos de oxidación e hidrólisis entre los aceites 
microencapsulados y el aceite inicial. Sólo se encontraron valores ligeramente superiores 
de TGMox para la fracción de aceite libre de las muestras de maltodextrina, MA70 y ML70. 
El índice de peróxidos (IP) mostró, en general, valores más altos en los aceites 
microencapsulados. La fracción de aceite encapsulado en las muestras atomizadas 
constituyó una excepción, al no encontrarse diferencias significativas con respecto al valor 
del aceite inicial. Este hecho pone de manifiesto una mayor protección de la matriz de 
encapsulación durante el secado por atomización frente al secado por liofilización, donde 
el tiempo de operación constituye una de las principales diferencias entre ambos métodos. 
Los resultados de IP están de acuerdo con los obtenidos para TGMox, ya que los valores 
más altos fueron hallados en la fracción de aceite libre de las muestras de maltodextrina, 
MA70 y ML70. Por otra parte, se observaron pérdidas muy significativas de tocoferoles en 
todos los extractos, siendo aproximadamente del 15 % para la muestra LL70 y del 25 % 
para el resto de las muestras. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en 
el contenido de tocoferoles entre las fracciones de aceite libre y encapsulado. 
En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio se ha comprobado que los 
métodos de extracción seleccionados no modifican significativamente el nivel de oxidación 
de las muestras (Velasco et al., 2006). Los resultados obtenidos aquí demuestran que los 
procesos utilizados en la elaboración de las muestras no dieron lugar a la formación de 
cantidades sustanciales de compuestos de oxidación. 
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Figura 4.10 - Registros de la medida de estabilidad oxidativa en Rancimat a 100 ºC (aumento
de la conductividad, µS cm-1, frente al tiempo, expresado en horas) correspondientes a aceites
microencapsulados preparados a 70MPa: con matriz láctea obtenidos por liofilización (LL70) y
atomización (LA70) y con matriz de maltodextrina obtenidos por liofilización (ML70) y
atomización (MA70). 
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         Con respecto al índice de estabilidad oxidativa, los valores encontrados para las 
muestras de microencapsulados fueron significativamente menores que el del aceite 
utilizado en la preparación de los mismos. La pérdida de estabilidad podría estar justificada 
por la disminución encontrada en el contenido de tocoferol, sin embargo, la enorme 
complejidad de estos productos no permite extraer conclusiones sobre la significación de 
los valores de estabilidad. Teóricamente, un aumento en el área superficial de la fase 
oleosa, como ocurre en los aceites microencapsulados frente a aceites en fase continua, 
da lugar a un mayor contacto con el oxígeno y, por tanto, a una mayor susceptibilidad a la 
oxidación. En estudios previos, se ha encontrado que los valores de estabilidad en 
Rancimat dependen en gran medida de la fracción de aceite libre, que es la fracción más 
expuesta al oxígeno y cuyos productos de oxidación volátiles pueden ser liberados y 
conducidos directamente a la celda de medida. Sin embargo, la cantidad de aceite libre 
debe ser lo suficientemente elevada como para proporcionar las curvas de respuesta 
usuales del test Rancimat (Velasco et al., 2000b). En este sentido, no se pueden descartar 
cambios estructurales en la matriz de encapsulación durante el test que puedan originar 
cambios en la distribución de la fase oleosa, tales como la liberación de aceite en la 
superficie de la partícula (Shimada et al., 1991; Labrousse et al., 1992) o, por el contrario, 
fenómenos de reencapsulación o caking (Ponginebbi et al., 2000; Hardas et al., 2002), 
debido a que la temperatura de medida (100 ºC) se encuentra muy por encima de los 
valores de Tg. 
 Con excepción de la muestra LL70, los valores de estabilidad de las muestras de 
microencapsulados fueron del mismo orden (Tabla 4.14 y Figura 4.10). La muestra LL70 
presentó un valor significativamente inferior, incluso cuando las pérdidas de tocoferoles 
fueron inferiores a las halladas en el resto de las muestras. Por otra parte, la muestra LL70 
presentó un valor de la EE inferior (61,2 %) al de las muestras restantes (77,1 – 94,1 %), lo 
que significa un mayor contenido de aceite libre o fracción más expuesta al oxígeno. Sin 
embargo, los resultados de estabilidad no pueden ser atribuidos directamente a las 
diferencias en la EE o, más concretamente, a la cantidad de aceite libre, ya que, como se 
acaba de indicar, no se pueden descartar cambios estructurales en la matriz de 
encapsulación durante la medida. De hecho, no se han encontrado diferencias 
significativas en los valores de estabilidad oxidativa en Rancimat en muestras que fueron 
elaboradas bajo diferentes condiciones de homogeneización para obtener 
microencapsulados con un amplio rango de valores de EE (21 - 73 %) (Velasco et al., 
2000b). 
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4.2.1.1.- Comportamiento oxidativo del aceite de girasol (fase continua) 
Con fines comparativos, se estudió el comportamiento oxidativo del aceite de girasol 
utilizado en la preparación de los aceites microencapsulados (Figura 4.11). Para ello, se 
han utilizado tres determinaciones complementarias: el índice de peróxidos (IP) (apartado 
3.6.1), que permite evaluar la formación de los compuestos primarios de oxidación 
(Frankel, 2005), las cantidades de triglicéridos monómeros oxidados (TGMox), dímeros y 
polímeros (apartado 3.3.11), y la pérdida de antioxidantes, tocoferoles (apartado 3.6.4), 
cuya evolución constituye una indicación relevante de la cinética de oxidación (Márquez-
Ruiz et al., 2003a). De forma similar a lo encontrado en trabajos anteriores del grupo 
(Martín-Polvillo et al., 1996, 2000; Márquez-Ruiz et al., 1999), se observó un aumento 
progresivo del IP y de los TGMox desde el inicio del ensayo, y los tocoferoles 
disminuyeron progresivamente hasta que su pérdida total marcó el final del periodo de 
inducción y el comienzo de la fase acelerada de oxidación, donde se inicia la 
polimerización. Al final del periodo de inducción (entre 65 y 75 días) se detectó claramente 
la rancidez oxidativa, los valores del IP estuvieron comprendidos entre 435 y 500 meq 
O2/kg aceite, y las cantidades de TGMox entre 2,0 y 2,7 %. 
 
Aceite de girasol
0
5
10
15
20
25
30
35
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo (días)
0
100
200
300
400
500
600
700
800 100
75
To
co
fe
ro
le
s 
re
m
an
en
te
s 
(%
)
IP
 (
25I
P 
(
IP
 (m
eq
O
2/k
g)
50
0DD
ím
er
os
+P
ol
ím
er
os
; T
G
M
ox
(%
)
To
co
fe
ro
le
s 
re
m
an
en
te
s 
(%
)
IP
 (
IP
 (
IP
 (m
eq
O
2/k
g)
To
co
fe
ro
le
s 
re
m
an
en
te
s 
(%
)
IP
 (
IP
 (
IP
 (m
eq
O
2/k
g)
DD
ím
er
os
+P
ol
ím
er
os
; T
G
M
ox
(%
)
Figura 4.11 - Evolución de la oxidación en aceite de girasol a 30 ºC y oscuridad.
Índice de peróxidos (IP) (♦), Triglicéridos monómeros oxidados (TGMox) (■), 
Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲).
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         Durante el periodo de inducción los TGMox están constituidos fundamentalmente por 
hidroperóxidos. De hecho, se encontró una excelente correlación lineal (r2 = 0,996) entre 
las cantidades de TGMox y los valores de IP antes de la aceleración de la oxidación: 
[TGMox] (%) = 0,58 (±0,09) + 0,046 (±0,001) IP (meq O2/kg aceite). Estos resultados son 
similares a los encontrados por el grupo en otros estudios cinéticos de oxidación (Martín-
Polvillo et al., 2004; Velasco et al., 2006). En consecuencia, ambas determinaciones 
pueden utilizarse alternativamente. 
Por otra parte, es necesario indicar que aunque la rancidez sea claramente 
detectable cuando se produce la pérdida total de los antioxidantes, ésta se pone de 
manifiesto a niveles de oxidación mucho más bajos, cuando la formación de compuestos 
secundarios supera los umbrales de percepción sensorial. Debido a que la liberación de 
compuestos volátiles responsables de la rancidez oxidativa depende de numerosos 
factores, no se puede establecer hasta qué nivel global de oxidación uno no esperaría 
encontrar indicios de rancidez. De hecho, debido a la gran variabilidad, no existen 
recomendaciones generales para descartar alimentos a partir de una base puramente 
analítica que no sea la del análisis sensorial. Una excepción la constituyen los aceites de 
fritura usados, para los cuales la legislación española limita el contenido de nuevos 
compuestos formados en un 25% en peso del aceite (BOE, 1989). Este hecho se debe a 
que los componentes volátiles son eliminados del aceite durante el calentamiento, y a que 
los compuestos de oxidación originados son responsables en parte del sabor y del olor del 
alimento frito tan apreciados por los consumidores. En general, se puede decir que en 
alimentos sometidos a temperatura ambiente o moderada, no es de esperar encontrar 
niveles de oxidación global superiores al 5 % en peso sobre materia grasa, ya que a estos 
niveles de oxidación la rancidez es fácilmente detectable (Márquez-Ruiz et al., 1996b). Sin 
embargo, esto no significa que la rancidez oxidativa no pueda ser detectada incluso a 
niveles de oxidación inferiores. 
4.2.1.2.- Comportamiento oxidativo del aceite de girasol encapsulado: muestras con 
matriz láctea 
Para la evaluación de la oxidación de los aceites microencapsulados durante los 
ensayos de almacenamiento se han utilizado el IP (apartado 3.6.1), la cuantificación de 
dímeros y polímeros de triglicéridos mediante el análisis directo de los extractos de aceite 
por HPSEC (apartado 3.6.2) y la pérdida de tocoferoles (apartado 3.6.4). 
La Figura 4.12 muestra la evolución de la oxidación de la muestra LA70 hallada a 
partir del aceite total extraído, que es la fracción de aceite normalmente analizada en la 
mayoría de estudios sobre aceites microencapsulados. 
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Figura 4.12 - Evolución de la oxidación en el aceite total extraído de la muestra LA70 sometida 
a 30 ºC, HR de 0% y oscuridad.
Índice de peróxidos (IP) (♦), Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲).
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Los resultados muestran que el IP aumentó desde el inicio, y sólo a partir de 100 
días se observó un incremento progresivo de los compuestos de polimerización. Sin 
embargo, a los 117 días, cuando la rancidez era claramente detectable en las muestras, el 
índice de peróxidos fue de 174 meq/kg, muy inferior al encontrado en las muestras del 
mismo aceite en fase continua (435 meq/kg) oxidado a la misma temperatura. Además, es 
necesario resaltar que antes de la pérdida total de tocoferoles se encontraron cantidades 
de compuestos de polimerización muy elevadas, cercanas al 10 %. Estos resultados son 
muy diferentes a los normalmente encontrados en aceites en fase continua, para los 
cuales se ha observado en numerosos estudios que la formación sustancial de 
compuestos poliméricos tiene lugar con la pérdida total de los antioxidantes (Márquez-Ruiz 
y Dobarganes, 2005). 
Por otra parte, la evaluación de las fracciones de aceite libre y encapsulado por 
separado permitió explicar los resultados encontrados en la fracción total de aceite. Los 
resultados obtenidos para las diferentes muestras estudiadas han sido recogidos en tablas 
al final del apartado 4.2.1. (Tablas 4.15- 4.18) 
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La Figura 4.13 ilustra el comportamiento oxidativo de las fracciones de aceite libre y 
encapsulado hallado en la muestra LA70. La pérdida total de tocoferoles en la fracción de 
aceite libre ocurrió, como era de esperar, cuando el índice de peróxidos alcanzó un valor 
elevado, concretamente de 480 meq/kg. Además, en ese punto comenzó la formación 
sustancial de compuestos de polimerización (final del periodo de inducción). 
La oxidación de la fracción encapsulada fue más lenta, como se deduce del aumento 
del índice de peróxidos, del contenido de polímeros y de la pérdida de tocoferoles. Estos 
resultados, que ponen de manifiesto el carácter protector de la matriz de encapsulación, 
están de acuerdo con resultados obtenidos en estudios previos sobre muestras liofilizadas 
con la misma matriz y almacenadas bajo las mismas condiciones (Velasco et al., 2009b). 
El perfil de oxidación de la fracción encapsulada fue similar al del aceite total extraído 
(Figura 4.12), lo cual es razonable debido a que se trata de la fracción de aceite 
mayoritaria (94,1 % del aceite total). Este hecho indica que la oxidación más rápida de la 
fracción minoritaria (libre), responsable del olor a rancio, no fue detectada al analizar el 
aceite total, ya que los compuestos de oxidación de esta fracción fueron diluidos con la 
fracción mayoritaria, menos alterada. Estos resultados están de acuerdo con estudios 
previos realizados en nuestro laboratorio, donde se detectó claramente la rancidez 
oxidativa en muestras comerciales de fórmulas infantiles en polvo que presentaron en el 
análisis del aceite total extraído, que es la práctica habitual, niveles de oxidación muy 
bajos (Márquez-Ruiz et al., 2003a). Por tanto, ninguno de los métodos aplicados al aceite 
total fue válido para explicar la rancidez de las muestras, lo cual es de extraordinaria 
importancia en la práctica, pues existe un gran número de ingredientes alimentarios y 
alimentos obtenidos por atomización a partir de emulsiones que presentan muy baja 
proporción de aceite libre. 
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Figura 4.13- Evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre y encapsulado extraídas 
de la muestra LA70 sometida a 30 ºC, HR de 0 % y oscuridad.
Índice de peróxidos (IP) (♦), Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲).
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         A diferencia de lo encontrado en la fracción de aceite libre, la fracción de aceite 
encapsulado mostró cantidades muy elevadas de compuestos de polimerización en 
muestras que todavía contenían niveles relativamente elevados de tocoferoles. Por 
ejemplo, a los 170 días la fracción encapsulada presentó un 6,8 % de compuestos de 
polimerización y un 22 % del nivel inicial de tocoferoles. Para ilustrar este hecho, la Figura 
4.14 representa la relación entre el contenido de tocoferoles y las cantidades de dímeros y 
polímeros encontrada en las fracciones de aceite libre y encapsulado. Como se puede 
observar, aproximadamente a partir del 70 % de tocoferoles remanentes, la proporción de 
compuestos de polimerización formados con respecto al nivel de tocoferoles fue mucho 
más elevada en la fracción encapsulada que en la fracción de aceite libre. Estos resultados 
están de acuerdo con los encontrados en estudios realizados en nuestro laboratorio, 
donde se analizaron muestras liofilizadas con la misma matriz de encapsulación que la 
utilizada en las muestras lácteas de esta Tesis (Velasco et al., 2006; 2009b). Los 
resultados obtenidos fueron atribuidos al carácter discontinuo de la oxidación en la fracción 
de aceite encapsulado. Mientras que la oxidación en la fracción libre se desarrolla de 
forma similar a aceites en fase continua, la oxidación de la fracción encapsulada tiene 
lugar en gotas de aceite independientes que se alteran a diferente velocidad. Como 
resultado, coexisten gotas con diferentes estadíos de oxidación, que incluyen desde gotas 
de aceite poco oxidadas y con cantidades elevadas de tocoferoles hasta gotas en etapas 
de oxidación avanzada, ya desprovistas de tocoferoles y con cantidades significativas de 
los compuestos de oxidación avanzada (polímeros). Los resultados obtenidos en este 
estudio ponen, por tanto, de manifiesto que la fracción encapsulada de las muestras 
lácteas obtenidas por atomización presentan el mismo comportamiento oxidativo al 
encontrado en muestras liofilizadas. 
Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en la EE a lo largo de 
todo el periodo de almacenamiento, lo que indica que la matriz de encapsulación no sufrió 
cambios en su estructura que dieran lugar a cambios en la distribución del aceite. 
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Figura 4.14 - Evolución de la relación entre tocoferoles remanentes y cantidades de
compuestos de polimerización en las fracciones de aceite libre y encapsulado extraídas de la
muestra LA70 sometida a 30 ºC, HR de 0 % y oscuridad. 
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Figura 4.15- Evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre y encapsulado
extraídas de la muestra LL70 sometida a 30 ºC, HR de 0% y oscuridad. 
Índice de peróxidos (IP) (♦), Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲). 
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         La Figura 4.15 muestra la evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre 
y encapsulado de la muestra con matriz láctea elaborada mediante liofilización (LL70). 
Como en estudios previos (Velasco et al., 2006; 2009a) y de forma similar a lo encontrado 
para la muestra atomizada, el comportamiento oxidativo de la fracción de aceite libre fue el 
característico de un aceite en fase continua, y la fracción encapsulada presentó oxidación 
discontinua. En este sentido, en la fracción libre la formación sustancial de los compuestos 
de polimerización tuvo lugar tras la pérdida total de antioxidantes (145 días), cuando el 
índice de peróxidos alcanzó un valor elevado (548 meq/kg). Por el contrario, en la fracción 
encapsulada la polimerización tuvo lugar en presencia de cantidades relativamente 
elevadas de tocoferoles. Las diferencias encontradas en la relación entre tocoferoles 
remanentes y las cantidades de dímeros y polímeros entre las fracciones de aceite libre y 
encapsulado fueron también similares a las observadas en la muestra LA70. En cuanto a 
la EE, no se observaron diferencias significativas a lo largo del tiempo de almacenamiento. 
A diferencia de lo encontrado en la muestra atomizada, la oxidación global de la 
fracción encapsulada de la muestra LL70 fue sorprendentemente más rápida que la de la 
fracción de aceite libre. En este sentido, el índice de peróxidos aumentó a una velocidad 
ligeramente superior desde los primeros estadíos del desarrollo oxidativo. En estudios 
previos se ha establecido que las diferencias en la velocidad de oxidación global entre las 
fracciones de aceite libre y encapsulado dependen de numerosos factores, entre los que 
se encuentra la velocidad de difusión de oxígeno a través de la matriz. Si la reacción de 
oxidación es más lenta que la difusión de oxígeno, la segunda deja de ser la etapa 
determinante de la velocidad del desarrollo oxidativo (Velasco et al., 2009b). 
Con fines comparativos, en la Figura 4.16 se ha representado el aumento del índice 
de peróxidos, el contenido de polímeros y la pérdida de tocoferoles, hallados en las 
muestras liofilizada y atomizada. 
Como se deduce del contenido de polímeros y de la pérdida total de antioxidantes, la 
fracción de aceite libre alcanzó el final del periodo de inducción antes en la muestra 
atomizada (117 días) que en la liofilizada (145 días). Por tanto, se podría decir que la 
oxidación de la fracción de aceite libre fue más rápida en la primera. Sin embargo, como 
se ha comentado anteriormente, cuando se alcanza el final del periodo de inducción el 
nivel de oxidación es muy elevado desde el punto de vista de la percepción sensorial. 
Desde un punto de vista práctico, sería mucho más conveniente examinar el desarrollo 
oxidativo durante las primeras etapas del proceso, y no al final del periodo de inducción. Si 
consideramos que en alimentos sometidos a baja temperatura no es de esperar encontrar 
niveles de oxidación superiores a un 5 % en peso sobre materia grasa, porque la rancidez 
es fácilmente detectable (Márquez-Ruiz et al., 1996b; Velasco et al., 2010), podríamos 
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establecer como límite superior un valor del índice de peróxidos de 100 meq/kg, que 
corresponde a un 4,5 % en peso de triglicéridos oxidados (considerando un peso 
molecular de 900). En este sentido, la fracción de aceite libre alcanzó un valor de IP de 
100 meq/kg entre los 44 y 49 días en la muestra atomizada y a los 35 días en la liofilizada. 
Por tanto, mientras el final del periodo de inducción fue alcanzado antes en la muestra 
atomizada, la oxidación en las primeras etapas del proceso fue más rápida en la liofilizada. 
Estos resultados podrían estar relacionados con un mayor contenido de humedad en la 
muestra atomizada durante los primeros días de almacenamiento, como se deduce de los 
valores de aw hallados en las muestras iniciales (Tabla 4.11). En estudios realizados en 
nuestro laboratorio se ha demostrado el papel protector de la humedad relativa sobre la 
fracción de aceite libre (Velasco et al., 2009b). 
Por otra parte, las tres determinaciones empleadas para evaluar la oxidación 
muestran claramente una mayor protección de la fracción encapsulada en la muestra 
atomizada que en la liofilizada a lo largo de todo el proceso estudiado (Figura 4.16). Por 
tanto, se puede concluir que durante las primeras etapas del desarrollo oxidativo la 
oxidación fue más rápida en la muestra liofilizada, no sólo en la fracción encapsulada, sino 
también en la fracción de aceite libre. 
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Figura 4.16 - Influencia del método de secado sobre el comportamiento oxidativo de la muestra
de matriz láctea. 
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4.2.1.3.- Comportamiento oxidativo del aceite de girasol encapsulado: muestras con 
matriz de maltodextrina 
La Figura 4.17 muestra la evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre 
y encapsulado de las muestras elaboradas con matriz de maltodextrina, 70 MPa de 
presión y secadas por atomización (MA70) o liofilización (ML70). 
La evolución de la oxidación en ambas muestras fue similar a las anteriormente 
descritas para las muestras lácteas. Así, la fracción de aceite libre presentó un 
comportamiento similar al de un aceite en fase continua, caracterizado por el inicio de 
polimerización sustancial tras la pérdida total de tocoferoles; y la fracción encapsulada 
mostró oxidación discontinua, encontrándose cantidades relativamente elevadas de 
compuestos de polimerización en muestras que aún contenían cantidades importantes de 
tocoferoles. 
Como se puede observar, en ambas muestras, atomizada y liofilizada, la oxidación 
transcurrió más rápidamente en la fracción de aceite libre, poniéndose claramente de 
manifiesto el papel protector de la matriz de maltodextrina durante el almacenamiento. 
Los resultados del aumento del índice de peróxidos y del contenido de polímeros, 
así como también de la pérdida de tocoferoles, muestran que el método de secado no tuvo 
un efecto significativo sobre la estabilidad oxidativa de las fracciones de aceite libre y 
encapsulado, a diferencia de lo observado para las muestras lácteas. Así, el final del 
periodo de inducción de la fracción de aceite libre fue detectado prácticamente al mismo 
tiempo para las dos muestras, 87 días para la muestra atomizada y 79 días para la 
liofilizada. No obstante, la muestra atomizada alcanzó un valor de IP de 100 meq/kg antes 
de los 7 días de almacenamiento, mientras que en la muestra liofilizada tuvo lugar 
posteriormente, aproximadamente a los 21 días. 
La fracción encapsulada mostró una evolución paralela de las tres medidas, con 
excepción de la pérdida de tocoferoles durante las primeras etapas de oxidación, que fue 
más rápida para la muestra liofilizada (Figura 4.17 C). No obstante, la pérdida total de 
tocoferoles en esta fracción tuvo lugar prácticamente al mismo tiempo (127-130 días) en 
ambas muestras. 
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Figura 4.17 - Influencia del método de secado sobre el comportamiento oxidativo de la muestra
de matriz de maltodextrina. 
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         Por otro lado, a diferencia de lo encontrado en las muestras de matriz láctea, se 
observaron cambios en la EE durante el almacenamiento. La EE aumentó 
significativamente a partir de aproximadamente 100 días (Figura 4.18), lo que puede ser 
atribuido a cambios estructurales de la matriz de encapsulación. Este fenómeno puede 
estar justificado por los valores de Tg más bajos (38 - 41 ºC) de las muestras de 
maltodextrina, que fueron más próximos a la temperatura de almacenamiento (30 ºC). El 
aumento de EE ha sido definido como fenómeno de “re-encapsulación”. Los cambios 
estructurales de la matriz a tiempos prolongados de almacenamiento dificultan la 
extracción de la fracción de aceite libre, como consecuencia del colapso y de la 
consiguiente reducción de la porosidad (Ponginebbi et al, 2000, Hardas et al., 2002). 
En relación con las muestras de matriz láctea, las muestras de maltodextrina 
también fueron menos estables desde el punto de vista oxidativo. El final del periodo de 
inducción en la fracción de aceite libre (79 - 87 días) tuvo lugar mucho antes que en las 
muestras lácteas (117 días para la muestra atomizada y 145 días para la muestra 
liofilizada). Asimismo, el IP alcanzó un valor de 100 meq/kg mucho antes en las muestras 
de matriz de maltodextrina, antes de los 7 días en la muestra atomizada y a los 21 días en 
la muestra liofilizada, frente a los 44 - 49 días y a los 35 días, respectivamente, en las 
correspondientes muestras lácteas. Estos resultados están de acuerdo con una mayor 
oxidación incipiente encontrada en las muestras iniciales de matriz de maltodextrina (Tabla 
4.14). Con respecto a la fracción encapsulada, la pérdida total de tocoferoles tuvo lugar 
antes (127 - 130 días) que en las muestras lácteas (aproximadamente a los 150 días para 
la liofilizada y a los 200 días para la atomizada). En general, estos resultados están de 
acuerdo con estudios realizados por Drusch y colaboradores (2007), que observaron que 
la adición de caseinatos en la formulación de aceites microencapsulados tuvo una 
influencia positiva para retardar el desarrollo oxidativo en muestras obtenidas por 
atomización. 
Es interesante remarcar que no se haya encontrado una influencia significativa del 
método de secado en el comportamiento oxidativo de las muestras de maltodextrina, en 
claro contraste con lo observado en las muestras lácteas. Así mismo, entre los principales 
parámetros fisicoquímicos analizados, no se encontraron diferencias significativas en la EE 
entre las muestras ML70 y MA70, y los valores del tamaño promedio y dispersión de 
tamaños de glóbulos de aceite fueron en ambos casos muy elevados, como consecuencia 
de una menor estabilidad de la emulsión. Sin embargo, en el resto de parámetros 
fisicoquímicos evaluados se observó la misma tendencia que la encontrada en las 
muestras lácteas cuando se comparó la muestra liofilizada con la atomizada. Por tanto, los 
resultados obtenidos en este estudio indican que el efecto del método de secado depende 
en gran medida de la matriz utilizada. 
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Figura 4.18 - Evolución de la eficacia de encapsulación (EE) de las muestras MA70 y ML70
durante el almacenamiento a 30 ºC, 0 % HR y oscuridad. 
 121
Resultados y Discusión 
         Por otra parte, no se puede descartar la acción de impurezas metálicas, con carácter 
prooxidante, que siempre están presentes en los diferentes productos utilizados para la 
elaboración de aceites microencapsulados. En este sentido, la mayor oxidación de la 
fracción de aceite libre en las muestras iniciales de la matriz de maltodextrina, como 
indican los valores del IP, podría estar relacionada con una mayor actividad de impurezas 
metálicas, con un papel determinante desde la etapa de elaboración de los 
microencapsulados. 
Hasta ahora, sólo tres grupos de investigadores han estudiado la influencia del 
método de secado partiendo de las mismas emulsiones, con resultados incompletos y 
difíciles de interpretar por la deficiencia analítica de los métodos utilizados. Sims y 
colaboradores prepararon emulsiones constituidas mayoritariamente por aceite de cártamo 
y distintos azúcares o jarabe de maíz, y encontraron que la oxidación fue más rápida en 
muestras liofilizadas frente a atomizadas, atribuyendo los resultados a un mayor valor del 
área superficial de las primeras (Fioriti et al., 1975; Sims, 1994). Similares conclusiones 
fueron extraídas por Taguchi, utilizando microencapsulados de aceite de sardina con 
matriz formada por clara de huevo (Taguchi et al., 1992). No obstante, la información 
analítica en estos trabajos es deficiente y ni siquiera se caracteriza inicialmente la EE. En 
comparación con un método de secado por aire a 50 ºC durante 30 minutos, en un 
mecanismo donde el aire caliente actúa sobre gotas de emulsión pendidas de filamentos 
de vidrio (“hot-drying”), el grupo de Minemoto encontró menor oxidación en muestras 
liofilizadas de linoleato de metilo con matriz formada por goma arábiga (Minemoto et al., 
1997). Se determinó la EE en las muestras iniciales (aproximadamente 90 % para la 
muestra liofilizada y 99 % para sus análogos “hot-dried”) y a lo largo del periodo de 
almacenamiento, pero la oxidación se evaluó en la grasa total. En un trabajo reciente se ha 
encontrado que la leche entera reconstituida a partir de leche en polvo obtenida por 
liofilización se encontraba menos oxidada que la reconstituida a partir de leche en polvo 
obtenida por atomización (Kim et al., 2010). 
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Tabla 4.15- Evolución de la oxidación de la muestra de matriz láctea (70 MPa) atomizada. 
Láctea   Atomizada   LA70 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
0 6,9 665 0,4 0 4,0 682 0,5 
7 36 579 0,4 7 27 678 0,5 
13 40 492 0,5 13 40 658 0,5 
21 48 454 0,4 21 41 635 0,5 
22 64 453 0,5 22 44 624 0,5 
28 80 431 0,4 28 48 624 0,5 
30 80 408 0,5 30 52 627 0,5 
35 84 414 0,5 35 64 622 0,5 
42 84 386 0,5 42 72 578 0,6 
44 92 364 0,6 44 88 590 0,5 
49 128 340 0,6 49 87 585 0,5 
56 132 340 0,6 56 88 578 0,5 
63 136 341 0,6 63 86 570 0,5 
70 140 329 0,6 70 89 531 0,5 
82 168 318 0,6 82 108 503 0,5 
93 176 265 0,8 93 132 488 0,8 
99 308 260 0,9     
105 400 100 1,0 105 152 470 0,8 
117 480 0 1,5 117 160 446 1,7 
131 720  2,4 131 299 363 2,0 
138 788  7,0     
145 856  10,0 145 480 299 3,8 
153 1276  12,0 153 521 234 3,9 
159   14,0 159 560 213 5,2 
163   16,8 163 602 169 5,1 
170 1288  27,1 170 641 150 6,8 
    180 698 68 8,0 
    190 762 34 9,0 
    200 879 0 10,0 
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Tabla 4.16- Evolución de la oxidación de la muestra de matriz láctea (70 MPa) liofilizada. 
Láctea  Liofilizada  LL70 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
0 4,8 784 0,5 0 5,2 735 0,5 
8 32 780 0,5 8 48 637 0,9 
13 36 758 0,5 13 60 570 1,2 
21 40 732 0,9 21 72 576 1,0 
28 76 737 1,0 28 80 564 1,1 
35 100 722 1,1 35 104 552 1,3 
42 116 706 1,0 42 148 550 1,0 
44 120 693 1,0 44 152 549 1,3 
49 132 675 1,0 49 156 544 1,6 
56 152 653 1,0 56 164 531 1,6 
63 164 617 1,0 63 168 544 1,1 
70 168 555 1,0 70 172 490 2,3 
82 180 502 1,0 82 220 388 2,2 
93 252 424 1,0 93 308 379 2,7 
105 300 358 1,0 105 332 331 3,1 
131 364 104 1,2 131 472 164 4,0 
145 548 0 2,2 145 836 49 5,7 
153 904  17,2 153 1400 0 7,0 
156 984  24,0 156 2072  8,0 
159 1184  25,0 159 2112  11,0 
163   31,0 163   21,0 
170    170   23,0 
    190   31,0 
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Tabla 4.17- Evolución de la oxidación de la muestra de matriz de maltodextrina (70 MPa) 
atomizada. 
Maltodextrina  Atomizada  MA70 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
0 10,7 675 0,5 0 3,5 762 1,0 
7 123 595 0,9 7 14,4  1,1 
14 126 515 1,1 14 16,0 722 1,1 
17 130 506 1,0 17 23,2 700 1,2 
21 132 484 1,1 21 24,8 698 1,3 
25 138 483 1,5 25 24,8 654 1,2 
32 126 481 1,2 32 24,8 660 1,0 
39 174 480 1,2 39 35,2 670 1,2 
49 175 452 1,2 49 39,2 650 1,3 
59 266 426 1,3 59 119 625 1,3 
66 468 317 1,5 66 140 595 2,0 
73 480 248 1,8 73 171 550 2,0 
79 573 53 2,0 79 200 534 3,0 
87 644 0 2,1 87 224 500 4,5 
94 646  2,2 94 376 380 5,0 
105 903  5,5 105 468 330 7,0 
112 920  10,0 112 900 302 8,0 
    120  98 10,0 
    130  0 16,0 
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Tabla 4.18- Evolución de la oxidación de la muestra de matriz de maltodextrina (70 MPa) 
liofilizada. 
Maltodextrina  Liofilizada  ML70 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
0 13,7 630 1,0 0 5,2 721 1,0 
7 44 522 1,0 7 26 647 1,0 
14 68 509 1,0 14 37 637 1,0 
17 80 480 1,0 17 39 636 1,0 
21 98 472 1,0 21 43 608 1,3 
25 112 469 1,0 25 44 553 1,5 
32 152 440 1,0 32 39 539 1,5 
39 161 439 1,2 39 48 520 1,5 
49 188 414 1,2 49 64 497 1,5 
59 220 350 1,3 59 102 483 2,0 
66 272 306 1,7 66 118 479 2,1 
73 419 100 1,6 73 144 473 2,9 
79 432 0 1,7 79 220 460 4,0 
87 528  1,8 87 281 388 4,2 
94 599  3,1 94 312 378 4,3 
105 1236  10,0 105 478 331 5,0 
112 2268  17,0 112 692 189 8,1 
127   25,0 127 960 0 12,0 
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4.2.2.- Influencia de la presión de homogeneización en el comportamiento 
oxidativo de aceites microencapsulados 
A continuación se presentan y discuten los resultados obtenidos en los ensayos de 
almacenamiento realizados con muestras de distinta matriz (láctea o maltodextrina) 
elaboradas a una presión de homogeneización más baja, 15 MPa, y mediante liofilización 
como método de secado, LL15 y ML15 (Tabla 4.19), y se comparan con los resultados 
obtenidos para las mismas muestras elaboradas a 70 MPa (apartado 4.2.1). 
Evaluación del estado de oxidación en las muestras iniciales
La Tabla 4.19 recoge todos los parámetros analíticos indicadores del estado de 
oxidación de los aceites microencapsulados iniciales, así como del aceite de girasol 
utilizado. Las muestras se evaluaron mediante los mismos métodos utilizados para las 
muestras del apartado 4.2.1. (Tabla 4.14). Igualmente, los resultados obtenidos aquí 
demuestran que los procesos utilizados en la elaboración de las muestras no dieron lugar 
a la formación de cantidades sustanciales de compuestos de oxidación. Sólo se 
observaron ligeros aumentos en el IP, que fueron más bajos para la fracción de aceite 
encapsulado, lo que denota el papel protector de la matriz de encapsulación durante el 
proceso de secado. Así mismo, con respecto al aceite inicial, se observó una pérdida 
significativa de tocoferoles en todos los extractos, siendo más elevada en la muestra de 
maltodextrina (23 – 25 %) frente a la muestra láctea (12 – 16 %). Estos resultados son 
similares a los obtenidos en las muestras preparadas con una presión de 
homogeneización de 70 MPa (Tabla 4.14). 
Los valores de estabilidad oxidativa (Tabla 4.19 y Figura 4.19) fueron similares para 
las dos muestras, LL15 y ML15. Así mismo, las muestras de matriz láctea preparadas con 
diferentes presiones de homogeneización, LL15 y LL70, las cuales presentaron bajos 
valores de EE, mostraron valores de estabilidad oxidativa similares. Con respecto a las 
muestras de maltodextrina, la estabilidad oxidativa de ML15 (5,0 h), con EE de 65,7 %, fue 
significativamente inferior a la de ML70 (8,1 h), con EE de 77,1 %. En general, los valores 
de estabilidad oxidativa más altos (8,1 - 8,6 h) correspondieron a las muestras con menor 
cantidad de aceite libre (LA70, MA70 y LM70), mientras que los más bajos (5,0 - 5,9 h) 
correspondieron a las muestras con mayor cantidad (ML15, LL70 y LL15). No obstante, 
como se ha comentado en el apartado anterior, los resultados de estabilidad no pueden 
ser atribuidos directamente a las diferencias de EE o, más concretamente, a la cantidad de 
aceite libre, ya que no se pueden descartar cambios estructurales de la matriz de 
encapsulación durante la medida. 
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Tabla 4.19 - Parámetros indicadores de cambios oxidativos e hidrolíticos en el aceite inicial y en los aceites microencapsulados. 
 
Distribución de C.P. (% en aceite) 
Muestra 
C.P. 
(% en 
aceite) Pol+Dim    TGMox DG AG
IP 
(meq O2/kg aceite) 
Tocoferoles 
(mg/kg) 
Estabilidad 
Oxidativa 
(h)* 
         
Aceite Inicial 4,9 0,7 ± 0,05 ab 2,4 ± 0,09 a 1,4 ± 0,08 a 0,4 ± 0,01 a 3,0 ± 0,12 a 891 ± 12 c 10,7 ± 0,07 b
         
        
        
LL15  LIB 5,6 0,7 ± 0,07 ab 2,9 ± 0,18 bc 1,5 ± 0,09 a 0,5 ± 0,03 ab 8,1  ± 0,40 c 780 ± 22 b
LL15  ENC 5,4 0,6 ± 0,08 a 2,5 ± 0,10 a 1,5 ± 0,10 a 0,8 ± 0,02 c 5,5  ± 0,27 b 745 ± 20 b
5,1 ± 0,08 a
 
ML15  LIB 5,9 0,8 ± 0,09 b 3,2 ± 0,15 c 1,4 ± 0,08 a 0,5 ± 0,08 ab 10,6  ± 0,55 d 668 ± 15 a
ML15  ENC 5,5 0,7 ± 0,05 ab 2,6 ± 0,12 ab 1,6 ± 0,09 a 0,6 ± 0,04 b 5,8  ± 0,72 b 686 ± 20 a
5,0 ± 0,06 a
 
Los resultados expresan la media ± desviación estándar de la media de 3 muestras. 
LIB: fracción de aceite libre; ENC: fracción de aceite encapsulado; C.P.: Compuestos polares totales; Pol+Dim: Polímeros y dímeros de triglicéridos; TGMox: Triglicéridos 
monómeros oxidados; DG: Diglicéridos; AG: Ácidos grasos libres; IP: índice de peróxidos. 
* La estabilidad oxidativa fue medida directamente en las muestras de polvo. 
Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). 
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Figura 4.19 - Registros de la medida de estabilidad oxidativa en Rancimat (aumento de la
conductividad, µS cm-1, frente al tiempo, h) correspondiente a aceites microencapsulados
preparados a 15 MPa y secados mediante liofilización con matriz láctea (LL15) y con matriz de
maltodextrina (ML15). 
 
Evaluación de la oxidación en ensayos de almacenamiento 
Para la evaluación de la oxidación de los aceites microencapsulados LL15 y ML15 se 
han aplicado las mismas determinaciones analíticas utilizadas en los apartados anteriores: 
el índice de peróxidos, la cuantificación de dímeros y polímeros de triglicéridos, y la 
pérdida de tocoferoles. Los resultados obtenidos para las muestras estudiadas han sido 
recogidos en tablas al final del apartado 4.2.2. (Tablas 4.20 y 4.21). 
4.2.2.1.- Muestras con matriz láctea 
La Figura 4.20 muestra la evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre 
y encapsulado de las muestras elaboradas con matriz láctea, 15 MPa de presión y 
secadas por liofilización (LL15). Con fines comparativos también se han incluido los 
resultados de las muestras elaboradas a 70 MPa (LL70). 
Los comportamientos oxidativos de las fracciones libre y encapsulada de LL15 
fueron similares a los mostrados por todas las muestras descritas anteriormente, es decir, 
la fracción libre presentó un comportamiento típico de aceites en fase continua, mientras 
que la fracción encapsulada mostró oxidación discontinua. En la fracción de aceite libre se 
observó un claro periodo de inducción (121 días), cuyo final estuvo marcado por la pérdida 
total de tocoferoles, un aumento rápido de los compuestos de polimerización y un elevado 
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valor del índice de peróxidos (560 meq O2/kg). Por otro lado, la fracción encapsulada se 
caracterizó por la coexistencia de cantidades relativamente elevadas de compuestos de 
polimerización en muestras con altos contenidos de tocoferoles. 
Como se observó en la muestra LL70, las velocidades de oxidación global de las 
fracciones libre y encapsulada fueron similares durante las primeras etapas del desarrollo 
oxidativo. La evolución del IP fue similar para ambas fracciones, si bien los valores fueron 
ligeramente más altos en la fracción de aceite libre. Como resultado, en la fracción de 
aceite libre se alcanzó un valor de IP = 100 meq/kg relativamente antes, entre 7 y 14 días 
de almacenamiento, que en la fracción encapsulada, entre 14 y 21 días. A partir de 21 días 
de almacenamiento se observó sorprendentemente que el aumento del IP fue ligeramente 
más rápido en la fracción encapsulada, alcanzando un valor máximo de 904 meq/kg a los 
93 días, frente a 304 meq/kg en la fracción de aceite libre. 
Los valores del contenido de polímeros mostraron una mayor polimerización de la 
fracción encapsulada a lo largo de todo el periodo de almacenamiento. 
El contenido de tocoferoles evolucionó paralelamente en las dos fracciones de 
aceite, aunque pérdidas ligeramente más rápidas fueron registradas en la fracción de 
aceite libre. Sin embargo, la pérdida total de tocoferoles fue detectada al mismo tiempo 
(121 días) en ambas fracciones. 
Por otra parte, el aumento del IP y del contenido de polímeros, así como la pérdida 
de tocoferoles, mostraron claramente que la oxidación en la muestra LL15 fue más rápida 
que en la LL70, tanto en la fracción de aceite libre como en la fracción encapsulada. 
En cuanto a la evolución de la EE, al igual que lo encontrado para las demás 
muestras lácteas (LA70 y LL70), no se hallaron diferencias significativas a lo largo del 
periodo de almacenamiento. 
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Figura 4.20 – Influencia de la presión de homogeneización sobre el comportamiento 
oxidativo de la muestra con matriz láctea.
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4.2.2.2.- Muestras con matriz de maltodextrina 
La Figura 4.21 muestra la evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre 
y encapsulado de las muestras elaboradas con matriz de maltodextrina, 15 MPa de 
presión y secadas por liofilización (ML15). Con fines comparativos también se han incluido 
los resultados de las muestras elaboradas a 70 MPa. 
Al igual que todas las muestras de microencapsulados estudiadas en apartados 
anteriores, la fracción de aceite libre de la muestra ML15 mostró oxidación continua, es 
decir, un comportamiento típico de aceites en fase continua, mientras que la fracción 
encapsulada presentó oxidación discontinua. 
De forma similar a lo encontrado en la muestra láctea, las velocidades de oxidación 
global de las fracciones libre y encapsulada de la muestra ML15 fueron similares durante 
las primeras etapas del desarrollo oxidativo. El aumento del IP fue similar para ambas 
fracciones, si bien los valores fueron ligeramente más altos en la fracción de aceite libre. 
Ambas fracciones alcanzaron un valor del IP de 100 meq/kg entre 7 y 14 días de 
almacenamiento. Sin embargo, y de forma similar a lo encontrado en la muestra LL15, a 
partir de los 21 días de almacenamiento el aumento del IP fue sorprendentemente más 
rápido en la fracción encapsulada. 
Los valores del contenido de polímeros mostraron una mayor polimerización de la 
fracción encapsulada a lo largo de todo el periodo estudiado. 
La pérdida de tocoferoles fue más rápida en la fracción de aceite libre a lo largo de 
todo el periodo de almacenamiento. La pérdida total tuvo lugar a los 114 días en la fracción 
de aceite libre, mientras que la fracción encapsulada presentó cantidades relativamente 
elevadas de tocoferol al final del ensayo. 
Por otro lado, al igual que en las muestras de matriz de maltodextrina estudiadas en 
el apartado anterior, se observaron cambios en la EE. Ésta aumentó significativamente a 
partir de aproximadamente 100 días (Figura 4.22), indicando cambios estructurales de la 
matriz de encapsulación. 
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Figura 4. 21 – Influencia la presión de homogeneización sobre el comportamiento 
oxidativo de la muestra con matriz de maltodextrina.
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         Comparando las muestras elaboradas a diferentes presiones de homogeneización, 
el aumento de polímeros y la pérdida total de tocoferoles muestran que el final del periodo 
de inducción de la fracción de aceite libre tuvo lugar antes en la muestra ML70 (79 - 87 
días) que en la muestra ML15 (107 - 114 días). Sin embargo, al igual que lo encontrado 
para las muestras lácteas, la oxidación de la muestra preparada a menor presión de 
homogeneización, ML15, fue más rápida que la de la muestra ML70 durante los primeros 
estadíos del desarrollo oxidativo, en ambas fracciones de aceite. En este sentido, el IP 
aumentó más rápidamente en la muestra ML15 (Figura 4.21A). 
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Figura 4.22 - Evolución de la eficacia de encapsulación (EE) de la muestra ML15 durante el
almacenamiento a 30 ºC, 0 % HR y oscuridad. 
 
En general, las muestras preparadas con menor presión de homogeneización (15 
MPa) presentaron una estabilidad oxidativa muy baja en relación con las preparadas a 
mayor presión (70 MPa). Durante los primeros estadíos del desarrollo oxidativo el IP 
aumentó más rápidamente en las muestras preparadas a menor presión de 
homogeneización, tanto en la fracción de aceite libre como encapsulado. Por otra parte, la 
matriz de encapsulación no resultó ser efectiva como barrera física a la difusión de 
oxígeno, ya que la velocidad de oxidación global fue similar en ambas fracciones de aceite 
durante las primeras etapas de oxidación y más alta en la fracción encapsulada a partir de 
un cierto periodo de almacenamiento (21 días). 
El aumento de presión no tuvo un efecto significativo en la EE de la muestra láctea, 
mientras que dio lugar a un importante aumento en la muestra de matriz de maltodextrina. 
Por otra parte, el aumento de presión disminuyó considerablemente el tamaño promedio 
de gotas de aceite y el rango de tamaños en la muestra láctea, aunque no se encontró un 
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efecto significativo en la muestra de maltodextrina, que presentó valores relativamente 
elevados de los dos parámetros. Como resultado, no se puede atribuir directamente la 
disminución de la estabilidad oxidativa de las muestras preparadas a menor presión al 
tamaño de gotas de aceite. 
En relación con el tamaño promedio de gotas, su influencia en la oxidación lipídica 
de aceites microencapsulados es prácticamente desconocida. Algunos autores indican que 
la susceptibilidad a la oxidación en aceites microencapsulados disminuye cuanto menor es 
el tamaño de glóbulo de aceite (Minemoto et al., 2002a, b; Watanabe et al., 2002). Sin 
embargo, estos autores no consideraron el efecto paralelo de los cambios en la matriz de 
encapsulación introducidos para la obtención de muestras con distintos tamaños de gotas 
y las variaciones en la EE resultantes. 
En estudios preliminares en nuestro laboratorio, en colaboración con Heinzelmann y 
Knute (Heinzelmann et al., 2000), no se observaron diferencias en la estabilidad oxidativa 
del aceite total extraído de muestras de aceite de pescado microencapsulado en matriz 
láctea obtenidas por liofilización tras la preparación de emulsiones a 10 y 40 MPa, aunque 
el aumento de la presión de homogeneización disminuyó el tamaño promedio y dispersión 
de tamaños de gotas de aceite e incrementó la EE. 
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Tabla 4.20- Evolución de la oxidación de la muestra de matriz láctea (15 MPa) liofilizada. 
 
Láctea  Liofilizada  LL15 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
0 8,3 770 0,7 0 5,7 748 0,6 
7 36  1,0 7 36 746 1,4 
14 108  1,0 14 75 723 1,5 
21 124  1,2 21 149 718 1,6 
28 160 742 1,0 28 178  1,7 
35 178  1,3 35 211  1,8 
42 232 647 1,5 42 239 701 2,0 
49 237 592 1,5 49 273 660 3,0 
56 260  2,0 56 285 619 4,0 
75 279 369 2,1 75 315 472 4,5 
93 304 176 2,0 93 904 312 4,7 
107 361 121 2,4 107  234 4,8 
114 489 57 5,0 114  200 6,2 
121 560 0 7,1 121  0 9,0 
128 1168  9,8 128   12,7 
135   21,0 135 1128  19,8 
139   39,8 139   30,1 
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Tabla 4.21- Evolución de la oxidación de la muestra de matriz de maltodextrina (15 MPa) 
liofilizada. 
Maltodextrina   Liofilizada    ML15 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
0 10,5 672 0,8 0 5,9 680 0,7 
7 80 575 1,0 7 56 653 1,6 
14 140 547 1,1 14 120  1,6 
21 192  1,2 21 198 600 1,6 
28 196 520 1,2 28 260 589 1,6 
35 208  1,4 35 278 605 1,7 
42 220  1,6 42 332 600 1,9 
49 236 454 1,7 49 359 580 3,0 
56 281 446 2,0 56 380  3,1 
75 322 305 2,2 75 422 558 3,2 
93 340 214 2,5 93 1198 547 3,2 
107 428 9 2,7 107   5,5 
114 484 0 3,1 114   6,0 
121 597  3,2 121  450 6,3 
128 1168  8,5 128  283 10,0 
135   8,5 135  0 15,0 
139   9,0     
145   12,1     
147   14,0     
152   17,4     
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4.2.3.- Evaluación conjunta de la influencia del tipo de matriz, presión de 
homogeneización y método de secado en el comportamiento oxidativo de 
aceites microencapsulados 
Los resultados obtenidos en los apartados anteriores han mostrado que el índice de 
peróxidos puede ser una medida útil para evaluar la oxidación de las fracciones de aceite 
libre y encapsulado durante los primeros estadíos del desarrollo oxidativo, cuando la 
polimerización en ambas fracciones es baja, inferior al 1 % p/p. Se ha establecido 
arbitrariamente como límite un valor de IP igual a 100 meq/kg, que corresponde a un nivel 
de oxidación del 4,5 % p/p. En este apartado se utiliza el tiempo empleado para alcanzar 
este nivel de oxidación como medida de la estabilidad oxidativa. 
En la Figura 4.23 se representan los resultados obtenidos en las fracciones de 
aceite libre y encapsulado de todas las muestras estudiadas. Con fines comparativos, 
también se ha incluido el resultado obtenido para el aceite en fase continua. Los resultados 
muestran que el aumento de presión, de 15 a 70 MPa, ejerció un aumento de la estabilidad 
oxidativa en ambos tipos de muestra, láctea y de maltodextrina. Por otra parte, el 
procedimiento de secado ejerció un efecto muy significativo sobre la velocidad de 
oxidación de la muestra láctea, aumentando la estabilidad de las dos fracciones de aceite, 
libre y encapsulado, con el procedimiento de atomización frente al de liofilización. Por el 
contrario, para la muestra de maltodextrina no se encontró un efecto significativo en la 
estabilidad oxidativa de la fracción encapsulada, y durante los primeros estadíos del 
desarrollo oxidativo la oxidación de la fracción de aceite libre fue más rápida en la muestra 
atomizada. En general todas las muestras de maltodextrina mostraron una oxidación 
temprana muy rápida en la fracción de aceite libre, limitando considerablemente la vida útil 
del producto. Por tanto, las muestras de maltodextrina fueron, desde un punto de vista 
práctico, menos estables que las muestras lácteas. 
Por otra parte, los resultados también ilustran que en las muestras preparadas a 
menor presión la matriz de encapsulación no fue efectiva en la protección de la fracción 
encapsulada, ya que en ambas fracciones se alcanzó prácticamente al mismo tiempo el 
límite de oxidación establecido. También se obtuvieron resultados similares para la 
muestra láctea preparada a 70 MPa y obtenida mediante liofilización; sin embargo, con 
respecto al aceite en fase continua, la oxidación de ambas fracciones de aceite fue más 
lenta. Para el resto de las muestras, LA70, ML70 y MA70, la oxidación global fue más 
rápida en la fracción de aceite libre y, por consiguiente, la matriz de encapsulación sí fue 
efectiva como barrera física a la difusión de oxígeno. No obstante, es necesario indicar que 
con excepción de la muestra LA70, la fracción encapsulada de las muestras en las que la 
matriz fue efectiva mostró una pequeña subfracción de aceite cuya oxidación fue mucho 
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más rápida que la de la fracción de aceite libre. De hecho, durante el periodo de inducción 
de la fracción de aceite libre se observó un ligero aumento progresivo de polímeros en la 
fracción encapsulada de ML70 y MA70. Por tanto, se puede decir que el método de 
secado por atomización en la muestra láctea preparada a 70 MPa de presión dio lugar a la 
muestra más estable desde el punto de vista oxidativo. 
Si consideramos que las diferencias en la estabilidad oxidativa del aceite 
encapsulado se debieron a propiedades puramente físicas, resulta evidente que las 
implicadas en la capacidad aislante de la matriz de encapsulación, como la porosidad y/o 
permeabilidad al oxígeno, son las más determinantes. Lamentablemente, en este estudio 
no se realizaron medidas de porosidad, ni de permeabilidad, que pudieran explicar los 
resultados obtenidos; sin embargo, la cantidad de aceite libre encontrada fue consistente 
con los resultados de estabilidad hallados para la fracción encapsulada, encontrándose 
una buena correlación lineal en la matriz láctea (r = -0,999) y también en la de 
maltodextrina (r = -0,986). Cuanto menor fue la cantidad de aceite libre mayor fue la 
estabilidad oxidativa de la fracción encapsulada. La cantidad de aceite libre depende de la 
capacidad del disolvente para extraer la fracción de aceite superficial y gotas de aceite en 
capas más internas. Por tanto, la cantidad de aceite libre puede ser una medida indirecta 
de la capacidad aislante de la matriz de encapsulación, al menos para el disolvente de 
extracción. 
El aumento de presión de homogeneización dio lugar a una disminución significativa 
de la cantidad de aceite libre en ambas matrices, láctea y de maltodextrina. Asimismo, 
frente al secado por liofilización, el proceso de atomización causó una importante 
disminución de la cantidad de aceite libre en la matriz láctea, mientras que prácticamente 
no tuvo ningún efecto en la matriz de maltodextrina, incluso cuando se produjo una 
importante desestabilización de la emulsión como consecuencia del secado. Si 
consideramos que la cantidad de aceite libre puede ser una medida indirecta de la 
capacidad aislante de la matriz, estos resultados explicarían el aumento de estabilidad 
oxidativa en la matriz láctea y el hecho de que no se observaran cambios en la matriz de 
maltodextrina (Figura 4.23). En el análisis de componentes principales se vio que el 
secado tuvo una gran influencia en las propiedades físicas inherentes a la matriz de 
encapsulación, tanto en la muestra láctea como en la de maltodextrina. En ambas matrices 
se observó que la solubilidad fue uno de los parámetros más afectados por el secado, 
encontrándose una disminución significativa con el proceso de atomización. La 
disminución de solubilidad observada puede ser atribuida a una menor capacidad de 
rehidratación debida a una menor porosidad de la pared sólida (Sims, 1994; Barbosa-
Cánovas et al., 2005; Kim et al., 2010). 
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Con respecto a la estabilidad oxidativa de la fracción de aceite libre, se observa la 
misma tendencia que la de la fracción encapsulada en la matriz láctea, aumentando con la 
presión y al pasar de liofilización a atomización. En la matriz de maltodextrina también se 
observa la misma tendencia, aunque la oxidación fue más rápida en la muestra atomizada 
que en la liofilizada durante las primeras etapas del desarrollo oxidativo. 
En diferentes estudios se ha sugerido que la fracción de aceite superficial constituye 
la fracción mayoritaria del aceite libre, que recubre una gran superficie de la partícula y que 
está formada por gotas de tamaños más grandes o depósitos discretos de aceite 
originados por coalescencia entre gotas o por la desestabilización de la interfase (Buma, 
1971a, b; Gejl-Hansen and Flink, 1977; Drusch et al., 2007, 2008; Vignolles, 2009b). Las 
gotas inmersas en capas más internas se encuentran completamente rodeadas por una 
capa interfacial, la cual ejerce un papel protector como barrera física a la difusión de 
oxígeno y, por consiguiente, afecta a la estabilidad oxidativa de la fracción de aceite libre 
(Drusch et al., 2007). Por tanto, se puede decir que, por un lado, la fracción de aceite libre 
está formada por una fracción más estable desde el punto de vista oxidativo, constituida 
por gotas en capas más internas, y, por otro, por la fracción superficial, que se encuentra 
en contacto directo con el aire. Para explicar la pobre correlación encontrada entre la 
estabilidad oxidativa, determinada sobre la fracción total de aceite, y la cantidad de aceite 
libre en diferentes muestras de microencapsulados, Drusch y colaboradores (2007) han 
sugerido que la cantidad de aceite superficial, y no la de la fracción total de aceite libre, es 
la responsable de una mayor oxidación. De hecho, muestras con un mayor contenido de 
aceite libre presentaron mayor estabilidad oxidativa que otras con menor cantidad, y lo 
contrario también fue observado. 
Los resultados de estabilidad oxidativa de la fracción de aceite libre obtenidos en 
esta Tesis podrían ser explicados por la distribución del aceite libre en la partícula, como 
sugiere Drusch y colaboradores (2007). Para las muestras lácteas se ha observado que la 
estabilidad oxidativa aumenta con la disminución de la cantidad de aceite libre y con la 
disminución del tamaño de gotas, lo que sugiere también una disminución de la cantidad 
de aceite superficial poco estable. En cuanto a las muestras de matriz de maltodextrina, se 
observa la misma tendencia que la mostrada por las muestras lácteas, aunque se produjo 
una oxidación temprana más rápida en la muestra atomizada. El proceso de atomización 
en la muestra de matriz de maltodextrina causó una gran desestabilización de la emulsión 
debido a su baja estabilidad. Los resultados parecen indicar que gotas grandes poco 
estabilizadas por el emulsionante son menos estables desde el punto de vista oxidativo 
que gotas pequeñas completamente protegidas por la capa interfacial. 
 140
Resultados y Discusión 
 141
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
Aceite   LL15   LL70  LA70  ML15  ML70 MA70
Ti
em
po
 IP
=1
00
 (d
ía
s)
Aceite FL FE
Figura 4.23 – Tiempo de almacenamiento necesario para alcanzar un valor de índice de
peróxidos de 100 meq/kg. FL, Fracción de aceite libre. FE, Fracción de aceite encapsulado.
Los resultados muestran la mediana y las barras de error expresan los límites del índice de
peróxidos fijados por tres desmuestres consecutivos. 
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Resumen de resultados 
Independientemente del tipo de matriz (láctea o de maltodextrina), de la presión de 
homogeneización (15 ó 70 MPa) y del tipo de secado (liofilización o atomización) los 
resultados de este estudio han puesto de manifiesto que la oxidación de la fracción de 
aceite libre en los aceites microencapsulados tuvo lugar de forma análoga a aceites en 
fase continua (oxidación continua), mientras que la fracción de aceite encapsulado mostró 
un comportamiento de oxidación discontinua. En este sentido, la fracción de aceite libre 
presentó un periodo de baja oxidación, denominado periodo de inducción, cuyo final 
estuvo marcado por la pérdida total de los antioxidantes (tocoferoles) y el inicio de la 
formación sustancial de los compuestos de oxidación avanzada, los compuestos de 
polimerización. Por tanto, los compuestos de polimerización no se formaron en cantidades 
elevadas hasta que tuvo lugar la pérdida total de los tocoferoles. Sin embargo, la fracción 
encapsulada mostró cantidades elevadas de compuestos de polimerización en muestras 
con aún niveles relativamente altos de tocoferoles. Este comportamiento puede ser 
atribuido a gotas de aceite que se oxidan a velocidades de reacción muy diferentes. Como 
resultado, la fracción encapsulada estuvo formada por, en un extremo, gotas de aceite con 
baja oxidación, muy protegidas por la matriz de encapsulación y con cantidades elevadas 
de tocoferol, y, en otro, por gotas en estados de oxidación avanzada, es decir, gotas que 
han perdido por completo los tocoferoles y con cantidades elevadas de compuestos de 
polimerización. 
Los resultados obtenidos han mostrado que el índice de peróxidos puede ser una 
medida útil para evaluar la oxidación relativa de las fracciones de aceite libre y 
encapsulado sólo durante los primeros estadíos del desarrollo oxidativo, cuando la 
polimerización en ambas fracciones es baja, inferior al 1 % p/p. De forma arbitraria, en este 
estudio se ha establecido como límite un valor de IP igual a 100 meq/kg, que corresponde 
a un nivel de oxidación del 4,5 % p/p (considerando un peso molecular de 900 para 
hidroperóxidos). En general, la oxidación lipídica en alimentos sometidos a temperatura 
ambiente no suele alcanzar un nivel superior al 5 % p/p sobre materia grasa, debido a que 
a estos niveles la rancidez oxidativa es fácilmente detectada. El límite de oxidación 
establecido (IP = 100 meq/kg) se encuentra por debajo del momento en el que se produce 
la polimerización sustancial en la fracción de aceite libre (final del periodo de inducción), y 
cuando la polimerización de la fracción encapsulada es inferior al 1 % p/p. 
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El aumento de presión de homogeneización, de 15 a 70 MPa, ejerció un aumento de 
la estabilidad oxidativa en las fracciones de aceite libre y encapsulado de ambos tipos de 
muestra, láctea y de maltodextrina. Por otra parte, el procedimiento de secado ejerció un 
efecto muy significativo sobre la estabilidad oxidativa de la muestra láctea, aumentando en 
las dos fracciones de aceite, libre y encapsulado, con el procedimiento de atomización 
frente al de liofilización. Por el contrario, para la muestra de maltodextrina no se encontró 
un efecto significativo en la estabilidad oxidativa de la fracción encapsulada, y durante los 
primeros estadíos del desarrollo oxidativo la oxidación de la fracción de aceite libre fue 
más rápida en la muestra atomizada. En general todas las muestras de maltodextrina 
mostraron una oxidación temprana muy rápida en la fracción de aceite libre, limitando 
considerablemente la vida útil del producto. Por tanto, las muestras de maltodextrina 
fueron, desde un punto de vista práctico, menos estables que las muestras lácteas. 
Además, la matriz de maltodextrina también fue menos estable desde el punto de vista 
estructural, como indicaba su menor valor de Tg, ya que, a diferencia de lo encontrado en 
las muestras lácteas, se observaron cambios en la EE, o, lo que es lo mismo, en la 
distribución de aceite en la matriz de encapsulación, durante el almacenamiento. 
Los resultados obtenidos de estabilidad oxidativa en la fracción encapsulada podrían 
ser explicados por una mayor capacidad aislante de la matriz de encapsulación con el 
aumento de presión y al pasar de muestras liofilizadas a atomizadas. Con respecto a la 
fracción de aceite libre, los valores de estabilidad oxidativa siguen la misma tendencia que 
la observada en la fracción encapsulada y podrían ser explicados en función de la 
localización del aceite en la partícula. Los resultados sugieren que gotas pequeñas, 
completamente recubiertas por la pared interfacial y localizadas en capas más internas, 
confieren estabilidad oxidativa frente a gotas de mayor tamaño, poco estabilizadas por el 
emulsionante y situadas en la superficie de la partícula. 
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4.3.- OXIDACIÓN DE ACEITES MICROENCAPSULADOS EN ALIMENTOS 
En este apartado se incluyen los estudios de oxidación realizados en aceites 
microencapsulados de dos alimentos que han sido seleccionados por su alto contenido en 
ácidos grasos poliinsaturados y, por tanto, elevada susceptibilidad a la oxidación lipídica: 
a) Producto lácteo en polvo en fase de pre-comercialización, obtenido por atomización 
de un producto lácteo líquido que contiene leche descremada y un aceite rico en 
ácido linoleico conjugado (CLA). 
b) Fórmulas infantiles en polvo comerciales, obtenidas por atomización de emulsiones 
con una compleja composición que incluye aceites vegetales.  
4.3.1.- Producto lácteo en polvo con aceite rico en CLA (aceite Tonalin®) 
Como se ha comentado en la Introducción (apartado 1.1.1.3.), CLA es un acrónimo 
que engloba a un conjunto de isómeros geométricos y posicionales del ácido linoleico 
conjugado que originariamente se encontraban, sólo y de forma minoritaria, en la carne 
procedente de rumiantes y en los productos. A raíz de atribuirse al isómero trans-10, cis-
12-ácido linoleico efectos beneficiosos para la salud relacionados con la pérdida de peso y 
el aumento de la masa muscular (Malpuech-Bruguere et al., 2004; Whigham et al., 2007), 
los preparados comerciales de CLA se han extendido en una variedad de suplementos y 
alimentos. En España, la empresa CAPSA comercializó hace unos años una línea de 
productos lácteos funcionales enriquecidos con CLA. Dicha línea será ampliada 
próximamente con la inclusión de un producto, similar a la leche en polvo, obtenido por 
atomización del producto lácteo ya comercializado que contiene leche descremada y el 
aceite Tonalin®, rico en CLA.  Este producto está, por tanto, constituido por aceite Tonalin® 
microencapsulado en una matriz láctea. 
Los aceites empleados en enriquecer productos lácteos presentan en su 
composición de ácidos grasos aproximadamente  80 % de una mezcla a partes iguales de 
los dos isómeros biológicamente activos (cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12). Uno de los 
aceites más empleados es el aceite Tonalin® TG 80, distribuido por Cognis S.A. y obtenido 
a partir de un aceite rico en ácido linoleico, el aceite de cártamo, mediante isomerización 
alcalina (Villeneuve et al., 2005). El aceite Tonalin® TG 80 está constituido 
mayoritariamente por triglicéridos (aproximadamente 80%) y diglicéridos 
(aproximadamente 20%). Según especificaciones de la composición en ácidos grasos del 
aceite, el contenido total de CLA se encuentra entre 78 y 84%, el contenido en ácido oleico 
entre 10 y 20%, y los contenidos de ácido palmítico, ácido esteárico y ácido linoleico cis-9, 
cis-12 (no conjugado) no deben ser superiores a 4, 4 y 3%, respectivamente. Como 
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antioxidantes, contiene una mezcla de diferentes tipos de tocoferol al 0,1% (70% de 
actividad mínima). 
4.3.1.1. Comportamiento oxidativo del aceite Tonalin® (fase continua) 
En primer lugar se realizó un ensayo para evaluar el desarrollo de la oxidación en el 
aceite Tonalin® TG 80. Con fines comparativos, se evaluó en paralelo la oxidación de un 
aceite de cártamo, con contenido en ácido linoleico no conjugado similar al de CLA en el 
aceite Tonalin® TG 80. En la tabla de caracterización de los aceites (Tabla 4.22), se 
observa que el aceite Tonalin® contiene una proporción similar de los isómeros conjugados 
de ácido linoleico cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12. El aceite Tonalin® presentó una 
cantidad total de tocoferoles superior a la del aceite de cártamo, siendo γ-tocoferol el 
mayoritario, mientras que el aceite de cártamo sólo contenía α− tocoferol. Sin embargo, la 
estabilidad oxidativa fue similar para ambos aceites.  
Los valores de índice de peróxidos y de compuestos de polimerización fueron 
similares para ambos aceites, aunque ligeramente superiores para el aceite de cártamo. 
La evolución oxidativa de los dos aceites (cártamo y Tonalin®) en fase continua se 
determinó a 30 ºC y en oscuridad. Se almacenaron 10 g de cada aceite en 2 vasos de 
precipitado de 1 L (relación S/V= 9,8 cm-1). Para la evaluación de la oxidación se utilizaron 
los mismos métodos empleados en los experimentos anteriores. La Tabla 4.23 y la Figura 
4.24 muestran la evolución de la oxidación. 
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Tabla 4.22 - Caracterización inicial de los aceites de cártamo y Tonalin®. 
  
  
Aceite de cártamo Aceite Tonalin®
Composición en ácidos grasos (%):     
16:0  7,2 ± 0,04 2,4 ± 0,03 
18:0  2,6 ± 0,03 2,6 ± 0,05 
18:1  13,7 ± 0,13 14,2 ± 0,15 
18:2 9c, 12c  74,7 ± 0,38  
18:2 9c, 11t   39,2 ± 0,45 
18:2 10t, 12c   38,6 ± 0,42 
Otros   1,8 ± 0,02 3,0 ± 0,02  
Composición en tocoferoles (mg/kg):   
α  370 ± 9 81 ± 4 
γ   416 ±  10 
δ     235 ± 8 
Índice de peróxidos (meq O2/kg) 3,1 ± 0,2 2,5 ± 0,2 
Dímeros + Polímeros (%) 1,1 ± 0,1 0,6 ±  0,1 
Estabilidad oxidativa a 100ºC (h) 5,81 ±  0,04 5,74 ± 0,04 
 
Los resultados expresan la media ± desviación estándar de 3 muestras. 
 
Tabla 4.23 - Evolución de la oxidación de los aceites de cártamo y Tonalin®. 
 
Aceite de cártamo Aceite Tonalin®
Tiempo IP Tocoferol D+P Tiempo IP Tocoferol D+P 
(días) (meq/kg) (mg/kg) (%) (días) (meq/kg) (mg/kg) (%) 
0 3,0 370 1,1 0 3,0 732 0,6 
4 7,2 361 1,1 4 3,2 722 0,9 
8 6,0 342 1,1 8 3,0 660 1,5 
12 8,1 333 1,3 12 4,3 613 2,0 
16 10 324 1,3 16 4,1 586 2,5 
20 10 315 1,4 20 5,0 567 3,1 
24 13 305 1,4 24 5,0 549 3,8 
28 13 296 1,5 28 6,0 531 3,9 
32 15 278 1,5 32 6,4 519 4,0 
36 16 259 1,8 36 6,2 492 4,1 
44 16 185 1,9 44 6,1 492 4,2 
48 18 167 1,8 48 6,0 443 4,3 
60 20 130 1,9 60 7,1 378 4,4 
76 35 56 2,0 76 7,2 248 4,6 
104 78 28 2,9 104 7,1 148 5,0 
120 120 0 3,2 120 8,0 51 7,0 
140 170   8,0 140 11 0 14,0 
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Figura 4.24 - Evolución de la oxidación en los aceites de cártamo y Tonalin® a 30 ºC y 
oscuridad.  
Índice de peróxidos (IP) (♦), Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲). 
 
Como era de esperar, en el aceite de cártamo se observó desde el principio un 
aumento progresivo del índice de peróxidos, y cuando alcanzó un valor de 120 meq O2/kg, 
se detectó la aparición de rancidez. En ese punto ya se habían agotado los tocoferoles y el 
nivel de polímeros fue de 3,2 %. En cambio, el aceite Tonalin® mostró un comportamiento 
oxidativo muy diferente. Desde la etapa inicial de oxidación, el índice de peróxidos se 
mantuvo muy bajo, mientras que los compuestos de polimerización experimentaron un 
incremento significativo. Por ejemplo, cuando se agotaron los tocoferoles (140 días) y el 
índice de peróxidos fue de sólo 11 meq O2/kg, la cantidad de los compuestos de 
polimerización constituyó el 14% de la muestra.  
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En estas muestras no pudo detectarse la aparición de rancidez, lo cual puede estar 
relacionado con el diferente perfil de volátiles obtenido en este aceite, tal y como se ha 
publicado recientemente (García-Martínez et al., 2009).  
Los resultados obtenidos indican que en el aceite Tonalin®, rico en CLA, la formación 
de polímeros, posiblemente con uniones tipo peróxido, está favorecida frente a la 
formación de hidroperóxidos. La formación de polímeros en los primeros estadios de la 
oxidación se ha observado anteriormente en ensayos realizados con ésteres metílicos de 
los dos isómeros mayoritarios en el aceite de Tonalin® (9c,11t y 10t,12c) (Luna et al., 2007) 
y apoyan la hipótesis sobre las diferencias de cinética de oxidación entre sustratos con 
dobles enlaces conjugados y no conjugados (Brimberg y Kamal-Eldin, 2003). Por tanto, el 
control del estado de oxidación de aceites ricos en CLA no debería ser realizado 
exclusivamente en base al índice de peróxidos, tal y como está establecido actualmente.  
4.3.1.2. Comportamiento oxidativo del aceite Tonalin® microencapsulado (TM) 
Según las indicaciones del fabricante, las condiciones de preparación del aceite 
Tonalin® microencapsulado (TM) consistieron en la adición de aceite Tonalin® a leche 
desnatada (1 %, p/v), homogeneización con 2 pases a 20 MPa, esterilización mediante el 
proceso UHT indirecto (142ºC durante 6 segundos) y secado por atomización (condiciones 
no reveladas). Teóricamente, el producto seco contendría aproximadamente 10% grasas 
(requerimiento mínimo de 6% Tonalin®), 36% de proteínas y 54% de hidratos de carbono. 
La empresa suministró muestras de dos lotes, elaborados con los mismos 
ingredientes y mediante el mismo procedimiento, TM 1 y TM 2. Las muestras fueron 
almacenadas a 30 ºC, en oscuridad y a sequedad, es decir, en las mismas condiciones 
que las utilizadas para los sistemas modelos de aceites de girasol microencapsulado. 
En la Tabla 4.24 se muestran las principales características fisicoquímicas 
evaluadas en las muestras iniciales. Las Figuras 4.25 y 4.26 recogen las curvas de 
frecuencia de tamaños de glóbulos de aceite (A) y las curvas DSC (B) de las muestras 
TM1 y TM2, respectivamente. 
El contenido de aceite en ambos lotes fue similar, alrededor de un 8%, aunque 
inferior al esperado teóricamente. Las únicas características significativamente diferentes 
entre ambos lotes fueron la eficacia de encapsulación y la temperatura de transición vítrea, 
ambas superiores en TM 2.  
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Tabla 4.24 - Características fisicoquímicas de las muestras de aceite Tonalin® 
microencapsulado TM 1 y TM 2.  
 
 TM 1 TM 2 
Distribución lipídica:   
Aceite Total (g/100 g AM) 8,12 ± 0,50 8,15 ± 0,45 
Aceite Libre (g/100 g AM) 0,97 ± 0,03 a 0,51 ± 0,02 b
Eficacia de Encapsulación (%) 88,0 ± 1,62 a 93,7 ± 1,30 b
Parámetros de tamaños de glóbulos: 
     (lente 45 mm)   
d (v, 0,5) (µm) 0,62 ± 0,01 a 0,74 ± 0,02 b
d (v, 0,9) - d (v, 0,1) (µm) 10,52 ± 1,26 9,31 ± 0,87 
D [3,2] (µm) 0,60 ± 0,04 0,58 ± 0,05 
ASE (µm-1) 10,00 ± 0,14  10,34 ± 0,30 
Actividad de agua, aw 0,20 ± 0,003 0,18 ± 0,002 
Temperatura de transición vítrea, Tg (ºC) 63,87 ± 0,46 a 75,38 ± 0,62 b
Parámetros de color:   
L*(D65) 94,06 ± 0,14 94,39 ± 0,11 
a*(D65) -1,73 ± 0,04 -1,72 ± 0,04 
b*(D65) 11,99 ± 0,14 a 13,32 ± 0,15 b
Solubilidad, t (s) 260 ± 0,7 a 230 ± 0,6 b
pH 6,7 ± 0,04 6,7 ± 0,05 
 
 
Los resultados expresan la media ± desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05). 
 
 
Estas muestras tienen en común con las muestras de aceite de girasol 
microencapsulado en matriz láctea preparadas por atomización en planta piloto (LA70) 
la similar naturaleza láctea de la matriz y el procedimiento de secado. Aunque no 
puedan establecerse comparaciones debido a las diferencias existentes entre ambos 
tipos de muestra en un gran número de variables, es interesante mencionar que el 
tamaño medio de gotas fue similar para las muestras TM 1 (0,62 µm) y TM 2 (0,74 
µm), y sólo ligeramente superior al encontrado en las muestras LA70 (0,48 µm), 
mientras que los valores de dispersión de gotas fueron mucho más elevados en TM 1 
(10,52 µm) y TM 2 (9,31 µm) en comparación con el de LA70 (1,33 µm). Ello puede ser 
debido en parte a la menor presión aplicada en la preparación de las emulsiones 
originales de TM 1 y TM 2 (20 MPa) en comparación con la aplicada en la emulsión 
original de LA70 (70 MPa). 
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Figura 4.25 - Distribución de tamaños de glóbulos de aceite en la emulsión reconstituida en 
agua (A) y curva DSC (B) de la muestra TM 1. 
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Figura 4.26 - Distribución de tamaños de glóbulos de aceite en la emulsión reconstituida en 
agua (A) y curva DSC (B) de la muestra TM 2. 
 
 
 
La Tabla 4.25 muestra las principales características iniciales de las fracciones de 
aceite extraídas de las muestras de aceite Tonalin® microencapsulado TM 1 y TM 2.  
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Tabla 4.25 - Caracterización de los aceites extraídos de las muestras iniciales de aceite 
Tonalin® microencapsulado TM 1 y TM 2.  
 
 TM 1  TM 2  
 Libre Encapsulado Libre Encapsulado 
Composición en 
ácidos grasos (%)     
C16:0  6,79 ± 0,24 6,55 ± 0,18 3,69 ± 0,25 3,04 ± 0,21 
C18:0  5,24 ± 0,16 4,12 ± 0,01 3,32 ± 0,18 2,89 ± 0,02 
C18:1  14,18 ± 0,03 15,20 ± 0,05   13,88 ± 0,02 14,36 ± 0,05 
(9c,11t) 33,76 ± 0,58 34,15 ± 0,67  38,42 ± 0,56 38,96 ± 0,74 C18:2 
(10t,12c) 34,12 ± 0,36 34,18 ± 0,53 37,07± 0,43 37,65 ± 0,48 
Otros  5,91 ± 0,25 5,80 ± 0,38 3,62± 0,28 3,10 ± 0,15 
Tocoferoles (mg/kg) 502 ± 15 a 691± 17 b 683± 20 720 ± 18 
Dímeros + Polímeros  
(%) 0,5 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,2 ± 0,1 
 
Los resultados expresan la media ± desviación estándar de 3 muestras. 
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre los valores de las fracciones libre 
y encapsulada (p<0,05) 
 
En general, las composiciones de ácidos grasos de las muestras TM1 y TM2 
muestran claras diferencias con la del aceite Tonalin® (Tabla 4.22), particularmente en la 
proporción de los isómeros CLA, significativamente inferior en TM 1 y TM 2, y las de los 
ácidos palmítico y esteárico, significativamente superiores en TM 1 y TM 2. Así mismo, se 
detectaron ácidos de cadena corta y media en TM 1 y TM 2, típicos de la composición de 
grasa láctea bovina. Esto es debido a la presencia de grasa láctea remanente del proceso 
de desnatado de la leche utilizada en la elaboración del producto. De hecho, la 
comparación entre los valores de TM 1 y TM 2 indica mayor contribución de grasa láctea 
en la muestra TM 1, en la cual los valores de ácido palmítico y esteárico son ligeramente 
superiores, mientras que los de CLA son inferiores, e incluso se detectaron pequeñas 
cantidades (0,4%) de ácido linoleico no conjugado, C18:2  9cis, 12cis. El contenido de 
tocoferoles totales fue en general inferior al del aceite Tonalin® (Tabla 4.22) y se 
obtuvieron niveles más bajos en la fracción libre que en la encapsulada, tanto en TM 1 
como en TM 2. 
Las Tablas 4.26 y 4.27 recogen los resultados correspondientes a la evolución de la 
oxidación en las fracciones de aceite libre y encapsulado de las muestras TM 1 y TM 2, 
respectivamente. Así mismo, las Figuras 4.27 y 4.28 ilustran la relación entre los 
parámetros evaluados. 
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Tabla 4.26 - Evolución de la oxidación de las muestras de aceite Tonalin® microencapsulado 
TM 1. 
TM 1 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo Tocoferol D+P Tiempo Tocoferol D+P 
(días) (mg/kg) (%) (días) (mg/kg) (%) 
0 500 0,5 0 691 0,2 
4 222 0,7 4 669 0,2 
7 192 0,7 7 641 0,2 
14 109 1,6 14 637 0,5 
27 25 3,6 27 552 0,3 
35 0 4,6 35 499 0,6 
42  4,8 42 463 0,6 
48  4,8 48 417 2,0 
50  4,9 50 396 1,0 
55  5,0 55 291 2,7 
57  5,4 57 347 2,5 
62  5,1 62 238 5,0 
64  5,6 64 188 7,4 
69  6,0 69 152 7,6 
71  6,8 71 90 7,8 
77  7,4 77 55 8,9 
80    7,5  80 0 9,9 
Tabla 4.27 - Evolución de la oxidación de las muestras de aceite Tonalin® microencapsulado 
TM 2. 
TM 2 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo Tocoferol D+P Tiempo Tocoferol D+P 
(días) (mg/kg) (%) (días) (mg/kg) (%) 
0 683 0,5 0 720 0,2 
4 342 0,8 4 703 0,2 
7 287 1,0 7 683 0,2 
14 123 1,5 14 661 0,4 
21 34 3,5 21 686 0,2 
23 0 4,5 23 707 0,2 
28  5,0 28 688 0,2 
35  5,2 35 669 0,2 
42  6,0 42 634 0,2 
50  7,9 50 572 0,4 
56  8,3 56 606 0,7 
64  9,0 64 433 0,8 
77  11,2 77 378 2,2 
91  12,5 91 230 3,8 
102  14,0 102 86 6,5 
120  nd 120 0 8,2 
134  19,7 134  10,0 
150   20,0 150   13,0 
nd: no determinado 
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Figura 4.27 - Evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre y encapsulado 
extraídas de muestras TM 1 almacenadas a 30 ºC, HR de 0% y oscuridad. 
Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲). 
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Figura 4.28 - Evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre y encapsulado 
extraídas de muestras TM 2 almacenadas a 30 ºC, HR de 0 % y oscuridad. 
Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲). 
El comportamiento oxidativo de las fracciones libre y encapsulada de TM 1 y TM 2 
fue similar en cuanto a que la fracción libre se oxidó mucho más rápidamente en ambos 
casos. En estas muestras no se determinó el índice de peróxidos porque no aporta 
información útil en sustratos con ácido linoleico conjugado, como se dedujo anteriormente 
en el caso de la evolución oxidativa del aceite Tonalin® en fase continua. En las fracciones 
de aceite libre la polimerización comenzó desde los primeros días, en cambio en las 
fracciones de aceite encapsulado no se encontraron niveles destacables de dímeros y 
polímeros hasta los 40- 50 días. Este hecho pone de relieve la protección ejercida por la 
matriz sobre la fracción de aceite encapsulado frente a la oxidación. Los niveles 
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alcanzados de dímeros y polímeros cuando se agotaron los antioxidantes fueron elevados, 
aproximadamente del 5% en las fracción de aceite libre y 8-10% en la fracción 
encapsulada. Además, la proporción de polímeros de elevado peso molecular fue muy 
elevada, tal y como se ilustra en la Figura 4.29, que muestra los cromatogramas obtenidos 
mediante el análisis directo por HPSEC de las fracciones de aceite libre extraído de la 
muestra TM1 en el momento inicial y a los 35 días de almacenamiento, cuando se 
agotaron los tocoferoles.  
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Figura 4.29 - Cromatogramas de exclusión molecular correspondientes a las fracciones de 
aceite libre extraído de la muestra TM1 en el momento inicial y a los 35 días de 
almacenamiento a 30 ºC. Tiempos de retención: < 12,5 min, polímeros de triglicéridos; 12,5 
min, dímeros de triglicéridos; 13,4 min, monómeros de triglicéridos; 13,8 min, diglicéridos. 
El pico mayoritario (13,4 min) corresponde a los triglicéridos, y solapando en parte 
con éste se encuentra el pico correspondiente a los diglicéridos (13,8 min). Como puede 
observarse, los compuestos de polimerización, que eluyen a tiempos más cortos, a partir 
de 10,0 min (tiempo muerto), están mayoritariamente constituidos por polímeros, de peso 
molecular más elevado que los dímeros de triglicéridos (12,5 min).  
Las diferencias encontradas en la relación entre tocoferoles remanentes y las 
cantidades de dímeros y polímeros entre las fracciones de aceite libre y encapsulado se 
recogen en la Figura 4.30, donde se han incluido ambas muestras. 
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Figura 4.30 - Evolución de la relación entre tocoferoles remanentes y cantidades de 
compuestos de polimerización en las fracciones de aceite libre y encapsulado extraídas de 
muestras TM 1 y TM 2 sometidas a 30 ºC, HR de 0 % y oscuridad. 
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De forma similar a lo ya observado en los resultados con aceites de girasol 
microencapsulados preparados en planta piloto (punto 4.2.), la proporción de compuestos 
de polimerización formados con respecto al nivel de tocoferoles durante el periodo de 
inducción fue mucho más elevada en la fracción encapsulada que en la fracción de aceite 
libre. Estos resultados se atribuyen al carácter discontinuo de la oxidación en la fracción de 
aceite encapsulado, es decir, a la coexistencia de gotas de aceite con diferentes estadíos 
de oxidación (desde gotas de aceite poco oxidadas con cantidades elevadas de 
tocoferoles hasta gotas de aceite muy oxidadas, ya desprovistas de tocoferoles y con 
cantidades significativas de polímeros). Sin embargo, es interesante destacar que la 
proporción de polímeros con respecto al nivel de tocoferoles remanentes fue superior en 
las fracciones libres de TM 1 y TM 2 que en cualquiera de las muestras de aceite de 
girasol microencapsulado, y especialmente si se compara con la muestra de matriz láctea 
preparada por atomización LA70 (Figura 4.14), debido, como ya ha sido comentado, a la 
formación de cantidades significativas de polímeros con anterioridad al final del periodo de 
inducción, es decir, cuando se produce la pérdida total de tocoferoles, que se observa en 
el aceite rico en CLA. 
Sólo se han publicado hasta el momento cuatro trabajos sobre la oxidación de ácido 
linoleico conjugado microencapsulado (Kim et al., 2000; Jiménez et al., 2004, 2006; Lee et 
al., 2009). Estos trabajos utilizaron el ácido graso libre y tuvieron como objetivo primordial 
estudiar la influencia de distintas matrices y condiciones de preparación en la eficacia de 
encapsulación del CLA. Cuando se evaluó la estabilidad oxidativa durante el 
almacenamiento, no se realizó la extracción diferenciada de la fracción libre y encapsulada 
para determinar su oxidación separadamente a lo largo de todo el experimento. Los 
métodos de evaluación más empleados fueron el índice de peróxidos y la pérdida de 
sustrato. Aunque los autores no lo comenten en la discusión de los resultados, los valores 
del índice de peróxidos obtenidos fueron normalmente muy bajos (Jiménez et al., 2004, 
2006) y, por tanto, indicativos de que la formación de hidroperóxidos es minoritaria y no 
representativa del estado de oxidación. Por ejemplo, Jiménez y colaboradores 
almacenaron muestras de ácido linoleico microencapsulado en matriz de proteínas de 
suero de leche a 35 y 45 ºC, y encontraron que muestras con pérdidas de sustrato 
superiores al 50% presentaban valores del índice de peróxidos inferiores a 5 meq O2/kg 
(Jiménez et al., 2004). En cuanto a la cuantificación de la pérdida de sustrato mediante 
cromatografía de gases, se trata de una medida generalmente muy utilizada para evaluar 
la oxidación en compuestos modelo y aceites microencapsulados ((Ponginebbi et al., 2000; 
Hardas et al., 2000, 2002; Minemoto et al., 1997, 1999, 2002a, b; Fang et al., 2003; Kikuchi 
et al., 2006). La pérdida de sustrato es una medida indirecta del grado de oxidación porque 
se cuantifican, mediante patrón interno, los ésteres metílicos no oxidados que eluyen en la 
columna de cromatografía de gases, y por diferencia se calculan los compuestos oxidados.  
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Con objeto de evaluar la utilidad de la pérdida de sustrato, se aplicó esta 
determinación a la fracción de aceite encapsulado de la muestra TM 1. Se obtuvieron los 
ésteres metílicos y se analizaron mediante cromatografía de gases, utilizando C19:0 como 
patrón interno (apartado 3.6.3.). En la Tabla 4.28 se recogen los resultados obtenidos 
expresados en pérdida porcentual de la suma de los isómeros de CLA, junto con los 
valores (porcentajes) obtenidos para los compuestos de polimerización formados. Mientras 
que la formación de compuestos de polimerización fue consistente desde el principio de la 
oxidación y experimentó un aumento significativo a los 48 días (2 %), en la medida de 
pérdida de sustrato se observaron fluctuaciones importantes y sólo a los 64 días, cuando 
los compuestos de polimerización alcanzaron el 13,3 % de la muestra, se detectó un 
cambio significativo.  Por tanto, la pérdida de sustrato sólo fue detectada en una fase de 
oxidación muy avanzada. Además, los duplicados de las muestras mostraron coeficientes 
de variación mucho más elevados para la determinación de la pérdida de sustrato que 
para la determinación de los compuestos de polimerización.  
 
Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos en nuestro laboratorio en 
sistemas modelo de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) que fueron oxidados tanto 
a temperatura ambiente como moderada. Sin separación previa, sin necesidad de 
adicionar un patrón interno y mediante el análisis directo por HPSEC fue posible cuantificar 
los FAME no oxidados, los FAME monómeros oxidados, que incluyen los hidroperóxidos, 
los FAME dímeros y polímeros. Los resultados mostraron elevada repetitividad y 
sensibilidad, ventajas sustanciales frente a la determinación de pérdida de sustrato 
mediante CG. Incluso utilizando compuestos modelo puros, pudo observarse que la 
sensibilidad de la medida de la pérdida de sustrato fue muy inferior, ya que sólo se 
detectaron cambios cuando el nivel de compuestos de polimerización alcanzó el 5%, es 
decir, cuando el nivel de oxidación era ya elevado (Márquez-Ruiz et al., 2007). 
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Tabla 4.28 - Evolución de la pérdida de sustrato y de la formación de compuestos de 
polimerización en la fracción de aceite encapsulado de las muestras TM1. 
 
Pérdida de sustrato  (%) Dímeros + Polímeros (%)  
Días 
Media CV (%) Media CV (%)  
0 0,0 0,00 0,2 6,35 
4 1,1 62,00 0,2 5,42 
7 0,8 54,23 0,2 7,10 
14 3,2 47,23 0,5 4,56 
27 1,2 205,46 0,3 5,98 
35 0,4 32,13 0,6 3,26 
42 0,6 148,52 0,6 4,02 
48 4,3 33,54 2,0 3,74 
50 4,7 22,09 1,0 3,52 
55 3,8 29,56 2,7 4,03 
57 1,8 165,42 2,5 3,85 
62 3,9 59,36 5,0 2,25 
64 13,3 12,22 7,4 2,87 
69 13,5 10,48 7,6 2,5 
71 13,9 11,22 7,8 0,99 
77 13,7 9,86 8,9 0,89 
80 29,3 0,61 9,9 1,10 
 
Los resultados expresan la media y el coeficiente de variación de 3 muestras. 
La única diferencia observada entre el comportamiento oxidativo de TM 1 y TM 2 es 
la velocidad de oxidación de la fracción encapsulada, superior en la TM 1. Así por ejemplo, 
a los 80 días de almacenamiento, la muestra TM 1 carecía de tocoferoles y presentaba un 
nivel del 10 % de polímeros, mientras que la muestra TM 2 a los 77 días mantenía 
aproximadamente la mitad de los tocoferoles iniciales y contenía 2,2 % de polímeros. La 
mayor inestabilidad oxidativa de TM 1 frente a TM 2 es difícil de explicar dado que ninguna 
característica fisicoquímica ni parámetro oxidativo evaluados en las muestras iniciales TM 
1 y TM 2 parece justificarla, e indica la influencia de otras variables implicadas en la 
elaboración de las muestras. 
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4.3.1.3. Comportamiento oxidativo del aceite Tonalin® microencapsulado exento de  
aceite libre 
No se han encontrado referencias previas sobre el efecto de la fracción de aceite 
libre en la oxidación de la fracción de aceite encapsulado y consideramos que el aceite 
Tonalin® microencapsulado proporcionaba un excelente sustrato para evaluar dicho efecto. 
Se seleccionó la muestra más estable, TM 2. Para eliminar el aceite libre, la muestra fue 
lavada con hexano, tal y como se detalla en el punto 3.3.3.1 del apartado de Materiales y 
Métodos. Las condiciones de almacenamiento fueron las mismas que las utilizadas para 
TM 1 y TM 2. 
 
Las principales características fisicoquímicas de la muestra TM 2 sin aceite libre se 
recogen en la Tabla 4.29. Con fines comparativos, también se han incluido los resultados 
de la correspondiente muestra original. La Figura 4.31 muestra las curvas de frecuencia 
de tamaños de glóbulos de aceite (A) y las curvas DSC (B) de la muestra TM2 sin aceite 
libre. 
Tabla 4.29 - Características fisicoquímicas de las muestras TM 2 y TM 2 sin aceite libre. 
 
 TM 2 TM 2 sin aceite libre 
Parámetros de tamaño de glóbulos:   
d (v, 0,5) (µm) 0,74 ± 0,02 0,70 ± 0,05 
d (v, 0,9) - d (v, 0,1) (µm) 9,31 ± 0,87 a 7,52 ± 0,24 b
D [3,2] (µm) 0,58 ± 0,05 0,55 ± 0,01 
ASE (µm-1) 10,34 ± 0,30  10,91± 0,15 
Actividad de agua, aw 0,18 ± 0,002 0,20 ± 0,003 
Temperatura de transición vítrea, Tg (ºC) 75,38 ± 0,62 a 32,34 ± 0,75 b
Parámetros de color:   
L*(D65) 94,39 ± 0,11 94,41 ± 0,07 
a*(D65) -1,72 ± 0,04 -2,15 ± 0,17 
b*(D65) 13,32 ± 0,15 12,60 ± 0,14 
Solubilidad, t (s) 230 ± 0,6 a 245 ± 0,7 b
pH 6,7 ± 0,05 6,5 ± 0,05 
 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05). 
 
 161
Resultados y Discusión 
 
Como puede observarse, la eliminación del aceite libre tuvo como resultado una 
menor dispersión de tamaños de gota y dio lugar a una enorme disminución de la Tg. Esto 
indica que se produjeron importantes cambios estructurales debido al procedimiento de 
lavado con hexano y posterior secado de las muestras que, sin embargo, no afectaron al 
tamaño promedio de las gotas de aceite. La solubilidad sólo fue ligeramente inferior en la 
muestra sin aceite libre, aun cuando según algunos autores la velocidad de disolución 
aumentaría al disminuir la cantidad de aceite libre debido a que el aceite en la superficie de 
la partícula dificulta el contacto entre la matriz y el agua (McNamee et al., 1998). 
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Figura 4.31 - Distribución de tamaño de glóbulo (A) y curva DSC (B) de la muestra TM 2 sin 
aceite libre. 
La Tabla 4.30 y la Figura 4.32 recogen los resultados correspondientes a la 
evolución de la oxidación del aceite extraído de la muestra TM2 sin aceite libre. 
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Tabla 4.30 - Evolución de la oxidación de la muestra de aceite Tonalin® microencapsulado .. 
TM 2 sin aceite libre. 
 
TM 2 sin aceite libre 
Aceite encapsulado 
Tiempo Tocoferol D+P 
(días) (mg/kg) (%) 
0 652 0,2 
7 635 0,2 
14 638 0,2 
21 646 0,4 
28 634 0,2 
35 664 0,4 
42 637 0,2 
49 627 0,2 
56 555 0,2 
63 448 0,3 
70 473 0,9 
80 438 2,6 
94 392 4,0 
115 339 6,1 
125 267 8,5 
150 0 13,1 
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Figura 4.32 -  Evolución de la oxidación en el aceite (encapsulado) extraído de TM 2 sin aceite 
libre almacenado a 30 ºC, HR de 0 % y oscuridad. 
Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲). 
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La preparación de la muestra TM 2 sin aceite libre resultó en una ligera pérdida de 
tocoferoles (Tabla 4.30), si se compara con la muestra inicial de aceite encapsulado de TM 
2 (Tabla 4.27). En cuanto a la evolución de la oxidación, se observó que la formación de 
polímeros (Figura 4.32) presentó un perfil similar al del aceite encapsulado de la muestra 
TM2 inicial (Figura 4.28), mientras que la pérdida de tocoferoles fue relativamente más 
lenta a partir de los 64 días de almacenamiento. Estas diferencias podrían ser atribuidas a 
una fracción de aceite que tras la etapa de lavado con hexano quedara más protegida por 
la matriz de encapsulación como consecuencia de cambios en su estructura que dieran 
lugar a una menor permeabilidad a la difusión de oxígeno. Por tanto, los resultados no son 
concluyentes para indicar que la oxidación de la fracción de aceite encapsulado no se 
ve afectada por la fracción de aceite libre. 
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Figura 4.33 - Evolución de la relación entre tocoferoles remanentes y cantidades de 
compuestos de polimerización en las fracciones de aceite encapsulado extraído de muestras 
TM 2 y del aceite (encapsulado) de la muestra TM 2 sin aceite libre almacenadas a 30 ºC, HR 
de 0% y oscuridad. 
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4.3.2.- Fórmulas infantiles  
Como se ha comentado en la Introducción (apartado 1.1.1.6.) las fórmulas infantiles 
en polvo, son per se aceites microencapsulados ya que se preparan normalmente a partir 
de leche de vaca que ha sido desnatada total o parcialmente y diferentes aceites 
vegetales, además de otros hidratos de carbono y proteínas y oligoelementos; y 
posteriormente se realiza su secado para obtener el producto en polvo, siendo la 
atomización el método más empleado (Joeckel y Phillips, 2009; Thompkinson y Kharb, 
2007). 
Este apartado incluye los estudios de oxidación realizados en dos fórmulas 
infantiles, de inicio (FI 1) y de continuación (FI 2). La formulación de ambas incluye la 
misma mezcla de aceites vegetales y, mientras que la FI 1 está basada en una matriz con 
componentes lácteos, la FI 2 incluye maltodextrina como hidrato de carbono mayoritario, 
además de componentes lácteos en menor proporción. Por tanto, FI 1 y FI 2 presentan 
cierta similitud con las muestras de aceite de girasol microencapsulado preparadas por 
atomización en planta piloto, LA70 y MA70, aunque la composición de las fórmulas 
infantiles es mucho más compleja y las condiciones específicas de preparación de las 
emulsiones y del proceso de atomización son diferentes. 
4.3.2.1.- Composición y caracterización de las fórmulas infantiles. 
Según las indicaciones del fabricante, los ingredientes de las fórmulas FI 1 y FI 2, en 
orden de cantidades decrecientes, fueron los siguientes: 
FI 1: Suero lácteo desmineralizado, aceites vegetales, leche descremada, lactosa, 
lecitina, aminoácidos (arginina, histidina y triptófano), vitaminas (C, E, niacina, ácido 
pantoténico, B1, B6, A, B2, ácido fólico, K, biotina, D3 y B12), colina, taurina, inositol y 
carnitina. 
FI 2: Maltodextrinas, aceites vegetales, leche descremada, suero lácteo 
desmineralizado, minerales, lactosa, lecitina, vitaminas (C, E, niacina, ácido pantoténico, 
B1, B6, A, B2, ácido fólico, K, biotina, D3 y B12), colina, taurina, inositol y carnitina.   
La composición nutricional de ambas fórmulas, suministrada por el fabricante, se 
recoge en la Tabla 4.31. 
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Tabla 4.31 - Composición nutricional de las fórmulas infantiles estudiadas.   
 FI 1 FI 2 
Proteínas (g/100 g) 10,8 12,0 
Hidratos de carbono (g/100 g) 53,8 56,3 
Grasas (g/100 g): 29,0 25,0 
- Ácido linoleico 4,51 3,89 
- Ácido linolénico 0,43 0,37 
Las condiciones de preparación de las fórmulas infantiles consistieron en primer 
lugar en la obtención de leche de vaca descremada, y su posterior pasteurización 
(72ºC/15s) y concentración (en evaporador de película descendente a 85ºC, 66ºC y 58ºC 
durante 5 min). Después se adicionaron proteínas de suero de la leche pasteurizadas 
(72ºC/15s), una mezcla de aceites vegetales, lactosa, maltodextrinas en el caso de FI 2 y 
minerales. Tras esterilización mediante HTST (100ºC/22s), se adicionó el resto de los 
ingredientes y se realizó el secado mediante atomización (temperatura de entrada: 175ºC-
185ºC; temperatura de salida: 90ºC-94ºC). 
En la Tabla 4.32 se muestran las principales características fisicoquímicas de ambas 
fórmulas. Las Figuras 4.34 y 4.35 recogen las curvas de frecuencia de tamaños de 
glóbulos de aceite (A) y las curvas DSC (B) de las muestras FI 1 y FI 2, respectivamente. 
En las curvas DSC se han incluido también las resultantes del lavado de las muestras con 
hexano, es decir, muestras sin aceite libre. 
La fórmula infantil FI 1, con mayor contenido de lípidos totales que la FI 2, mostró 
menor eficacia de encapsulación así como significativamente menores tamaños de glóbulo 
medio y Tg, aunque las diferencias no fueron tan marcadas como podría esperarse de las 
grandes diferencias entre ambas fórmulas en su compleja composición. De hecho, el resto 
de los parámetros de tamaño de glóbulo, como la dispersión de gotas, el diámetro de 
Sauter (D[3,2]), o el área de superficie específica de las gotas de aceite (ASE), fueron 
similares. Cabe destacar que los valores de dispersión de gotas en FI 1 y FI 2 fueron 
elevados y muy superiores a los encontrados en las muestras TM 1 y TM 2 (alrededor de 
10 µm) preparadas también industrialmente mediante atomización, probablemente debido 
a diferencias en la presión aplicada en la preparación de las emulsiones. En las muestras 
preparadas en planta piloto, sólo se encontraron valores de dispersión tan elevados en 
aquellas con matriz de maltodextrina. 
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Tabla 4.32 - Características fisicoquímicas de las fórmulas infantiles FI 1 y FI 2. 
 FI 1 FI 2 
Distribución lipídica:   
Aceite Total (g/100 g) 28,22 ± 0,89 a 24,37 ± 1,77 b
Aceite Libre (g/100 g) 3,27 ± 0,22 a 1,95± 0,08 b
Eficacia de Encapsulación (%) 88,4 ± 1,20 a 92,0 ± 0,25 b
Parámetros de tamaño de glóbulos: 
     (lente 45 mm)   
d (v, 0,5) (µm) 0,93 ± 0,01 a  1,20 ± 0,02 b
d (v, 0,9) - d (v, 0,1) (µm) 41,28 ± 9,43 33,45 ± 2,87  
D [3,2] (µm) 0,68 ± 0,01  0,76 ± 0,01  
ASE (µm-1) 8,89 ± 0,18 7,89 ± 0,10 
Actividad de agua, aw 0,13 ± 0,004 0,16 ± 0,005 
Temperatura de transición vítrea, Tg (ºC) 67,53 ± 0,30 a 63,86 ± 0,49 b
Parámetros de densidad:   
A (kg/m3) 391 ± 2,6 385 ± 3,1 
P (kg/m3) 532 ± 4,9 501 ± 7 
Aire intersticial (mm3/g) 679 ± 22 599 ± 28 
     Compresibilidad (%) 26,56 ± 2,1 23,08 ± 2,7 
Solubilidad, t (s) 16 ± 0,7 20 ± 0,6 
pH 7,15 ± 0,05 7,09 ± 0,05 
 
Los resultados expresan la media ± la desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Letras distintas en una misma fila significan diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 4.34 - Distribución de tamaños de glóbulos (A) y curva DSC (B) de la muestra FI 1. 
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Figura 4.35 - Distribución de tamaños de glóbulos (A) y curva DSC (B) de la muestra FI 2. 
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Como puede observarse en las Figuras 4.34 y 4.35, las muestras FI 1 y FI 2 
presentaron una distribución de frecuencias bimodal. La contribución de maltodextrinas en 
la composición de FI 2 no se vio reflejada en cambios importantes en la distribución de 
frecuencias. 
En relación con las curvas de DSC, obtenidas también para las muestras lavadas 
(exentas de la fracción de aceite libre), se observó un descenso significativo de la 
temperatura de transición vítrea tras la extracción del aceite libre. Dicho descenso, similar 
en ambas muestras, fue leve (aproximadamente de 4 ºC) e indica pequeños cambios 
estructurales tras el lavado y posterior secado. Sin embargo, en las muestras de aceite 
Tonalin® microencapsulado TM 2 (apartado 4.3.1.3.) el lavado produjo una enorme 
disminución de la Tg, de aproximadamente 43 ºC. 
La Tabla 4.33 muestra las principales características iniciales de las fracciones de 
aceite extraídas de las muestras FI 1 y FI 2. 
Según indicaciones del fabricante, se utilizó la misma mezcla de aceites en la 
elaboración de ambas fórmulas, FI 1 y FI 2, y así se reflejó en los resultados obtenidos en 
la composición de ácidos grasos. Además, tanto el contenido de tocoferoles como los 
parámetros de oxidación e hidrólisis fueron similares en FI 1 y FI 2. En la composición de 
ácidos grasos, destaca el ácido oleico como el mayoritario, seguido de los ácidos linoleico 
y palmítico, en similar proporción, y el ácido láurico. En relación con las fracciones libre y 
encapsulada, no se encontraron diferencias significativas en los parámetros de oxidación a 
excepción del IP, superior en las fracciones superficiales. Además, se observa que los 
valores de tocoferoles son ligeramente inferiores en las fracciones superficiales que en las 
encapsuladas. 
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Tabla 4.33 - Caracterización de los aceites extraídos de las muestras iniciales de las fórmulas 
infantiles FI 1 y FI 2. 
 FI 1  FI 2  
 Libre Encapsulado Libre Encapsulado
Composición 
en ácidos grasos (%):     
C6:0  0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,02 0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,01 
C8:0  1,8 ± 0,01 1,8 ± 0,03 1,7 ± 0,01 1,7 ± 0,01 
C10:0  1,3 ± 0,01 1,3 ± 0,01 1,3 ± 0,02 1,3 ± 0,03 
C12:0  10,2 ± 0,12 10,3 ± 0,21 9,6 ± 0,19 10,1 ± 0,14 
C14:0  4,0 ± 0,05 4,1 ± 0,03 4,1 ± 0,08 4,2 ± 0,02 
C16:0  16,8 ± 0,24 16,6 ± 0,18 15,7 ± 0,25 15,0 ± 0,21 
C18:0  3,2 ± 0,16 3,1 ± 0,01 3,5 ± 0,18 2, 9 ± 0,32 
C18:1  41,2 ± 0,03 42,2 ± 0,05    43,9 ± 0,02 44,2 ± 0,05 
C18:2  17,8 ± 0,58 18,2 ± 0,67   17,4 ± 0,56 18,0 ± 0,74 
C18:3  1,5 ± 0,04 1,4 ± 0,05 1,4 ± 0,05 1,4 ± 0,06 
C20:0  0,3 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,00 0,2 ± 0,01 
C20:1  0,3 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,01 
C20:4  0,3 ± 0,02 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,02 0,3 ± 0,01 
C20:5  0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 
Compuestos Polares (%): 4,6 4,7 4,8 5,1 
TGMox (%) 1,1 ± 0,02 1,2 ± 0,08 1,3 ± 0,12 1,5 ± 0,10 
Pol + Dim (%) 0,3 ± 0,04 0,3 ± 0,10 0,4 ± 0,08 0,3 ± 0,11 
DG 2,6 ± 0,10 2,7 ± 0,08 2,5 ± 0,12 2,7 ± 0,06 
AG 0,6 ± 0,06 0,5 ± 0,01 0,7 ± 0,02 0,6 ± 0,02 
Índice de peróxidos  
(meq O2/kg) 7,9 ± 0,50 
a 3,0 ± 0,33 b 9,3 ± 0,70 c 3,2 ± 0,12 b
Tocoferoles (mg/kg) 364 ± 15 402 ± 17 379 ± 20 392 ± 18 
Estabilidad oxidativa (h) 18,6 ± 0,70 17,0 ± 0,45  17,8 ± 0,95 16,1 ± 1,01 
Los resultados expresan la media ± desviación estándar de la media de 3 muestras. 
Pol+Dim: Polímeros y dímeros de triglicéridos; TGMox: Triglicéridos monómeros oxidados; DG: 
Diglicéridos; AG: Ácidos grasos libres; IP: índice de peróxidos. 
Diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores de las fracciones libre y 
encapsulada (p<0,05). 
 
4.3.2.2.- Comportamiento oxidativo de las fórmulas infantiles 
Las fórmulas infantiles fueron almacenadas en placas Petri (10 g por placa) en 
estufa a 30 ºC en condiciones de sequedad y oscuridad durante 4 meses. Además, se 
almacenaron muestras en sus envases originales a 25 ºC en una cámara termostatizada 
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durante 30 meses. La evaluación de la oxidación se llevó a cabo con los mismos métodos 
empleados en los sistemas modelos estudiados en esta Tesis, es decir, la medida del 
índice de peróxidos, la determinación directa de los dímeros y polímeros de triglicéridos 
mediante HPSEC y la cuantificación de los tocoferoles mediante HPLC. 
Las Tablas 4.34 y 4.35 recogen los resultados correspondientes a la evolución de la 
oxidación en las fracciones de aceite libre y encapsulado de las muestras FI 1 y FI 2, 
respectivamente, en estufa a 30 ºC. Así mismo, las Figuras 4.36 y 4.37 ilustran la relación 
entre los parámetros evaluados. 
Se observa claramente que la velocidad de oxidación de las fracciones libres fue 
mucho más elevada que la de sus correspondientes fracciones encapsuladas. A los 4 
meses, las fracciones libres estaban exentas de antioxidantes y con elevado grado de 
oxidación mientras que las fracciones encapsuladas mantenían un porcentaje elevado de 
tocoferoles (más del 60%) e índices de peróxidos inferiores a 100 meq/kg. 
Con relación a la evolución oxidativa de las fracciones libres, la aparición de 
rancidez y todos los parámetros analíticos evaluados indican claramente que FI 1 fue más 
estable que FI 2: 
a) El olor a rancio fue detectado a los 90 días en las muestras FI 2 y un mes más tarde 
en las FI 1.  
b) FI 2 alcanzó un índice de peróxidos de 100 meq/kg entre 7 y 11 días mientras que 
esto ocurrió en FI 1 entre 15 y 30 días.  
c) Los tocoferoles se agotaron a los 90 días en FI 2, frente a 120 días en FI 1. 
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Tabla 4.34 - Evolución de la oxidación de las fórmulas infantiles FI 1. 
 
FI 1  
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
0 7,9 364 0,3 0 3,0 402 0,3 
3 21 361 0,3 3 3,2 400 0,4 
7 32 358 0,3 7 4,3 398 0,6 
11 54 351 0,3 11 6,0 399 0,7 
15 82 342 0,5 15 7,1 395 0,7 
30 125 332 0,7 30 8,5 388 0,8 
45 145 328 0,7 45 13 384 0,7 
60 150 332 0,8 60 17 379 0,7 
75 170 262 0,7 75 20 346 0,7 
90 176 158 0,8 90 22 333 0,8 
105 200 109 1,0 105 38 322 0,8 
120 227 0 2,7 120 49 293 0,8 
Tabla 4.35 - Evolución de la oxidación de las fórmulas infantiles FI 2. 
FI 2 
Fracción de aceite libre Fracción de aceite encapsulado 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
Tiempo 
(días) 
IP 
(meq/kg) 
Tocoferol 
(mg/kg) 
Pol 
(%) 
0 9,3 379 0,4 0 3,2 393 0,3 
3 53 365 0,4 3 3,1 392 0,5 
7 85 352 0,7 7 5,3 390 0,5 
11 130 340 1,0 11 6,5 395 0,7 
15 187 338 1,2 15 7,8 390 0,7 
30 283 323 1,3 30 14 387 0,8 
45 285 284 1,3 45 18 383 0,9 
60 292 213 2,2 60 22 378 1,0 
75 314 171 2,3 75 28 345 1,1 
90 342 0 3,1 90 31 318 1,3 
105 330  5,0 105 55 255 3,2 
120 324  9,3 120 69 229 4,5 
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Figura 4.36 - Evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre y encapsulado 
extraídas de muestras FI 1 almacenadas a 30ºC, HR de 0% y oscuridad. 
Índice de peróxidos (IP) (♦), Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲). 
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Figura 4.37 - Evolución de la oxidación en las fracciones de aceite libre y encapsulado 
extraídas de muestras FI 2 almacenadas a 30ºC, HR de 0% y oscuridad. 
Índice de peróxidos (IP) (♦), Dímeros+Polímeros (●) y Tocoferoles (▲). 
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Las determinaciones más empleadas en la evaluación de la oxidación de las 
fórmulas infantiles son la determinación de compuestos volátiles, fundamentalmente el 
hexanal, pentanal y propanal mediante microextracción en fase sólida (SPME) y 
cromatografía de gases (García-Llatas et al., 2006; Romeu- Nadal et al., 2007; Chavez-
Servín et al., 2008; Michalski et al., 2008), y el índice de peróxidos (Manglano et al., 2005; 
Romeu- Nadal et al., 2007; Chavez-Servín et al., 2009).  
La extracción de los lípidos de las fórmulas infantiles se realiza normalmente 
mediante el método de Folch o modificaciones del mismo (Chavez-Servín et al., 2008, 
2009; Miquel et al., 2004; Angulo et al., 1998; Manglano et al., 2005; De la Presa-Owens et 
al., 1995; Lagarda et al., 2003). En consecuencia, se obtiene normalmente un extracto 
representativo del aceite total del producto, sin diferenciación de las fracciones libre y 
encapsulada. Como ya se ha comentado, la aparición de la rancidez está determinada por 
la oxidación de la fracción de aceite libre, normalmente más susceptible a la oxidación y, 
por tanto, aún siendo minoritaria, su estabilidad condiciona la vida útil de estos productos. 
Sin embargo, no es posible detectar la oxidación de la fracción libre cuando se analiza el 
aceite total, constituido mayoritariamente por aceite encapsulado, y de ahí la paradoja de 
que muestras rancias no presenten ningún indicio de oxidación independientemente de la 
determinación analítica aplicada al aceite total extraído (Márquez-Ruiz et al., 2003a). 
La determinación del índice de peróxidos es la medida más comúnmente utilizada 
para evaluar la oxidación en fórmulas infantiles, no sólo en trabajos de investigación sino 
también en las empresas fabricantes de estos productos, ya que es un índice analítico 
fácilmente aplicable, que proporciona información del contenido de los compuestos de 
oxidación primaria, los hidroperóxidos, formados durante el periodo de inducción. Sin 
embargo, la determinación del índice de peróxidos es poco específica ya que se ve 
afectada por la presencia de otros compuestos y, por tanto, por el método de extracción y 
disolventes utilizados. 
Con objeto de evaluar la influencia del método de extracción en la determinación del 
índice de peróxidos se utilizó el método de Folch para extraer el aceite encapsulado de 
muestras seleccionadas de las fórmulas FI 1 y FI 2 almacenadas en estufa a 30 ºC, que 
asimismo habían sido extraídas utilizando mortero y éter dietílico (Tablas 4.34 y 4.35). La 
principal diferencia entre ambos métodos es la polaridad de los disolventes utilizados. El 
método de Folch (Folch et al., 1951, 1957) consiste en la extracción con una mezcla de 
disolventes de elevada polaridad, cloroformo: metanol 2:1 ó diclorometano:metanol 2:1 en 
el caso de algunas modificaciones del método. Sin embargo, con el método aplicado en 
esta Tesis se utiliza éter dietílico tras la disrupción de la matriz mediante la acción 
mecánica del mortero y pistilo. 
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La Tabla 4.36 muestra los resultados obtenidos. En general, el rendimiento de 
extracción fue muy variable en ambos métodos. Se obtuvieron menores rendimientos de 
extracción con mortero en las fórmulas que contienen maltodextrinas, FI 2, ya que se 
forma una masa gomosa que dificulta el contacto con el disolvente. Por otro lado, los 
resultados del IP analizado por duplicado en el mismo extracto fueron muy similares y 
notablemente inferiores cuando se utilizó cloroformo/metanol. Por tanto, no es de extrañar 
que algunos autores hayan encontrado valores de IP inesperadamente bajos en extractos 
de fórmulas infantiles obtenidos por el método de Folch (de la Presa-Owens, 1995; 
Manglano et al., 2005). 
 
Tabla 4.36 - Rendimiento de extracción e índice de peróxidos (IP) obtenidos (por duplicado) en 
la fracción de aceite encapsulado extraída en fórmulas infantiles mediante mortero-éter dietílico 
y mediante el método de Folch (cloroformo/metanol 2:1).  
 
Extracción mortero-éter dietílico Extracción cloroformo/metanol 
Muestras 
Rendimiento 
extracción (%) 
IP (meq/kg)    Rendimiento 
extracción (%) 
IP (meq/kg) 
FI 1 (0 d) 56,8 3,1 2,9  52,3 0,0 0,0 
FI 1 (45 d) 78,0 14,0 12,4  59,5 8,0 8,3 
FI 1 (120d) 57,8 50,1 47,9  37,7 34,4 36,0 
FI  2 (0 d) 31,7 3,0 3,4  75,5 0,0 0,0 
FI 2 (45 d) 35,1 18,3 17,7  66,4 4,2 4,5 
FI 2 (120d) 51,4 68,8 71,0  57,8 10,4 9,5 
 
 
Las diferencias observadas en los IP de los extractos obtenidos con el método de 
Folch y el utilizado en esta Tesis concuerdan con las encontradas en un trabajo previo en 
el cual se analizaron trece formulas infantiles comerciales que se mantuvieron 
almacenadas a temperatura ambiente durante 18 meses (Velasco et al., 2008). En dicho 
trabajo, se comparó la extracción con una mezcla de diclorometano: metanol (2:1) y la 
extracción con hexano previa disrupción de la matriz con ayuda de un mortero, y se 
encontraron diferencias significativas entre los dos métodos empleados proporcionando el 
primero menores valores del IP. Estos resultados fueron atribuidos a la presencia de 
sustancias reductoras como la lactosa o maltodextrina, que se extrajeron conjuntamente 
con los lípidos, debido al medio polar proporcionado por los disolventes utilizados en el 
primer método. Para comprobarlo se lavaron con agua extractos obtenidos por el método 
1, y se determinó de nuevo el IP. Los valores de IP aumentaron respecto al extracto no 
lavado confirmando que la presencia de sustancias con carácter polar y reductor interfieren 
en su determinación. 
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Por otra parte, las muestras de esta Tesis se almacenaron también en sus envases 
originales a 25 ºC en una cámara termostatizada hasta la fecha de caducidad establecida 
por el fabricante, 30 meses. Concretamente, se almacenaron 5 latas de cada fórmula, FI 1 
y FI 2, con contenidos de 500 g de producto y envasadas en atmósfera modificada 
compuesta mayoritariamente de nitrógeno (aproximadamente 80%) y CO2. Las cantidades 
residuales de oxígeno estimadas fueron 3-5%. 
 
La Tabla 4.37 muestra los resultados obtenidos después de 30 meses.  
 
Tabla 4.37 - Evaluación de la oxidación de las fórmulas infantiles FI 1 y FI 2 almacenadas a 
25ºC durante 30 meses. 
 
Fracción Libre Fracción Encapsulada 
Muestra 
IP (meq/kg) Pol (%) Toc (mg/kg) IP (meq/kg) Pol (%) Toc (mg/kg) 
FI 1       
1 12,3 0,4 365 4,8 0,6 405 
2 88,0 0,5 345 16,4 0,7 384 
3 48,2 0,4 353 14,8 0,7 386 
4 28,2 0,4 359 10,8 0,7 384 
5 51,8 0,4 348 8,4 0,8 390 
Media ± SEM 46 ± 13 
aB
0,4 ± 0,02 
bB
354 ± 3,6 
b
11,0 ± 2,11 
b
0,7 ± 0,03 
a
390 ± 4,0 
a
FI 2       
1 60,1 0,4 360 10,3 0,7 387 
2 88,6 0,7 354 3,6 0,5 393 
3 68,8 0,6 362 8,2 0,7 396 
4 124 1,0 336 6,4 0,7 395 
5 108 1,0 340 16,5 0,9 385 
Media ± SEM 90 ± 12 
aA
0,7 ± 0,12 
aA
350 ± 5,3
 b
9,0 ± 2,17
 b
0,7 ± 0,06 
a
391 ± 2,2
 a
Los resultados expresan la media ± desviación estándar de la media de 5 muestras. 
Diferentes letras minúsculas en una misma fila y diferentes letras mayúsculas en una misma columna indican 
diferencias significativas (p<0,05). 
Aunque en general los valores obtenidos difieren considerablemente entre las 
muestras de la misma fórmula, se encontraron diferencias significativas entre las 
fracciones libre y encapsulada de cada tipo de fórmula, así como entre las fracciones libres 
de ambas fórmulas. 
En relación con la evolución oxidativa de las fracciones libres, el IP y los polímeros  
indican que FI 1 fue más estable que FI 2. La pérdida de tocoferoles en ambas fracciones 
fue baja, entre 4-7% y no se detectó olor a rancio en ninguna de las muestras. 
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Todos los parámetros indican que las fracciones libres se oxidaron más que sus 
correspondientes fracciones encapsuladas, y no se encontraron diferencias significativas 
entre las fracciones encapsuladas de FI 1 y FI 2. 
Los resultados están de acuerdo con los obtenidos en condiciones aceleradas de 
oxidación, es decir a 30 ºC y en presencia de aire (Tablas 4.34 y 4.35, Figuras 4.36 y 
4.37). Así, las fórmulas infantiles de inicio FI 1 (basadas en una matriz formada por lactosa 
como componente mayoritario) mostraron una oxidación más lenta de la fracción de aceite 
libre, lo que resulta en una vida útil mayor en comparación con las muestras de 
continuación FI 2 (constituidas por una matriz que incluye maltodextrinas como hidratos de 
carbono mayoritarios). Por tanto, las diferencias en el comportamiento oxidativo de FI 1 y 
FI 2 podrían estar relacionadas con el diferente perfil de hidratos de carbono en la matriz 
de encapsulación, como también se había observado en las muestras de aceite de girasol 
microencapsulado preparadas por atomización en planta piloto, LA70 y MA70.  
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Resumen de resultados 
La evaluación de la oxidación en muestras de alimentos representativos de aceites 
microencapsulados, un producto lácteo en polvo con aceite rico en CLA y dos tipos de 
fórmulas infantiles, ha demostrado la utilidad de los métodos analíticos utilizados en esta 
Tesis para profundizar en el comportamiento oxidativo de estos productos y en la 
determinación de su vida útil. 
En los alimentos ensayados, el análisis de las fracciones de aceite libre y 
encapsulado ha sido esencial para explicar la evolución de la oxidación de las muestras 
durante su almacenamiento y determinar su estabilidad oxidativa. Por ejemplo, en el caso 
de las fórmulas infantiles, la aparición de la rancidez y, por tanto, el final de la vida útil, está 
relacionado sólo con la oxidación de la fracción de aceite libre. 
En el producto lácteo en polvo con aceite rico en CLA la formación de compuestos 
de polimerización ocurrió desde la etapa inicial de la oxidación y estuvo favorecida frente a 
la formación de hidroperóxidos. Por tanto, el control del estado de oxidación en productos 
con aceites ricos en CLA no debería ser realizado en base al índice de peróxidos, que es 
la determinación actualmente establecida. Además los resultados obtenidos en este 
estudio demuestran que la cuantificación de la pérdida de sustrato mediante cromatografía 
de gases, otra medida de la oxidación generalmente utilizada, particularmente en trabajos 
de investigación, muestra muy baja sensibilidad frente a la determinación de polímeros.  
En las fórmulas infantiles, los ensayos en las condiciones de almacenamiento 
seleccionadas (30 ºC y en presencia de aire) condujeron a las mismas conclusiones que 
los ensayos en las condiciones establecidas para determinar la caducidad de estos 
productos (envases originales cerrados y temperatura ambiente). Es importante destacar 
que la muy diferente composición de las fórmulas de inicio y continuación no se reflejó en 
diferencias importantes en las características fisicoquímicas estudiadas. Sin embargo, la 
estabilidad oxidativa parece estar relacionada con el perfil de hidratos de carbono, de 
forma similar a lo observado en los sistemas modelo (punto 4.2.), ya que las fórmulas de 
inicio, en las cuales la lactosa es el componente mayoritario, mostraron una oxidación más 
lenta de la fracción de aceite libre, aumentando así su vida útil en comparación con las 
fórmulas de continuación, formadas por maltodextrinas como hidratos de carbono 
mayoritarios. Por otra parte, la determinación más utilizada para el control de la oxidación 
en estos productos, el índice de peróxidos, proporciona resultados infravalorados cuando 
la extracción del aceite se realiza con el método más utilizado (el método de Folch o sus 
modificaciones). 
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Resultados y Discusión 
En conclusión, en los alimentos constituidos por aceites microencapsulados es 
esencial determinar la validez de la determinación del estado de oxidación para 
seleccionar aquélla más apropiada para el sustrato analizado y evaluar la influencia de los 
métodos de extracción en las determinaciones realizadas.  
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1ª) Entre los factores estudiados -tipo de matriz de encapsulación, presión de 
homogeneización y método de secado-, el tipo de matriz de encapsulación fue el factor 
que ejerció una mayor influencia en las propiedades fisicoquímicas evaluadas de los 
aceites microencapsulados. La matriz láctea dio lugar a emulsiones mucho más estables, 
caracterizadas por menor tamaño promedio y menor polidispersión de tamaños de gotas 
de aceite, que la de maltodextrina. Tras el secado, las muestras con matriz láctea fueron 
también más estables desde el punto de vista estructural que las de matriz de 
maltodextrina. 
2ª) El aumento de la presión de homogeneización dio lugar a un aumento significativo de 
la eficacia de encapsulación en las dos muestras estudiadas –lácteas y de matriz de 
maltodextrina-. 
3ª) El método de secado tuvo una mayor influencia en las propiedades fisicoquímicas 
estudiadas que la presión de homogeneización. La liofilización condujo a eficacias de 
encapsulación más elevadas en las muestras de maltodextrina que en las lácteas, 
mientras que mediante atomización se obtuvieron eficacias de encapsulación más altas en 
las muestras de matriz láctea. 
4ª) De los resultados generales obtenidos se puede concluir que las condiciones más 
adecuadas para la preparación de aceites microencapsulados corresponden a la utilización 
de matriz láctea, elevadas presiones de homogeneización (70 frente a 15 MPa) y 
atomización como método de secado. 
5ª) En cuanto al comportamiento oxidativo de aceites microencapsulados en sistemas 
modelos, la extracción de dos fracciones diferenciadas de aceite (libre y encapsulado) y la 
aplicación de tres determinaciones complementarias, el índice de peróxidos, la pérdida de 
tocoferoles y la cuantificación de compuestos de polimerización, han proporcionado una 
información completa y global de la evolución de la oxidación en estos sistemas. 
6ª) Independientemente del tipo de matriz, de la presión de homogeneización y del tipo de 
secado, las fracciones libre y encapsulada mostraron un comportamiento oxidativo muy 
diferente. En la fracción de aceite libre, la oxidación tuvo lugar de manera continua, con un 
periodo de inducción definido. Sin embargo, la fracción de aceite encapsulado mostró una 
oxidación discontinua ya que se encontraron cantidades elevadas de compuestos de 
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polimerización existiendo aún niveles altos de antioxidantes. Estos resultados indican la 
coexistencia de gotas de aceite que se oxidan a velocidades de reacción muy diferentes. 
7ª) Las muestras preparadas con matriz láctea fueron más estables desde el punto de 
vista oxidativo que las muestras con matriz de maltodextrina, mostrando la fracción de 
aceite libre una oxidación más lenta que resultó en un periodo de vida útil más largo. La 
menor estabilidad estructural inicial de la matriz de maltodextrina se vio además reflejada 
en cambios en la distribución de aceite durante el almacenamiento. 
8ª) El aumento de presión de homogenización y el secado por atomización frente a la 
liofilización incrementaron la estabilidad oxidativa en los dos tipos de muestras, láctea y de 
maltodextrina, principalmente en la fracción encapsulada. 
9ª) De los resultados generales obtenidos en sistemas modelos se puede concluir que la 
muestra más estable desde el punto de vista oxidativo fue la preparada con matriz láctea a 
alta presión y secada mediante atomización. 
10ª) En relación con los estudios específicos en alimentos representativos de aceites 
microencapsulados, es decir, un producto lácteo con aceite rico en ácido linoleico 
conjugado y dos tipos de fórmulas infantiles, se ha confirmado que la menor estabilidad 
oxidativa de la fracción de aceite libre, aun siendo la minoritaria, determina la vida útil del 
producto. 
11ª) Estos estudios han demostrado la necesidad de revisar los métodos empleados para 
el control de la oxidación en aceites microencapsulados comercializados, destacando la 
ineficacia del índice de peróxidos para sustratos ricos en ácido linolecio conjugado, la baja 
sensibilidad de la determinación de la pérdida de sustrato y la importante influencia de los 
métodos de extracción en las determinaciones analíticas. 
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